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Abstract 
Pt‐based drugs are important cytotoxic agents that are used in the chemotherapeutic regimes of ~50% of 
all  cancer patients. However,  the  efficacy of  these drugs  is often  limited by drug  toxicity  and  tumour 
resistance.  Determination  of  the  cellular  pharmacokinetics  and  pharmacodynamics  of  Pt‐drugs  is 
important  for  understanding  their  molecular  mechanisms  of  action  and  toxicity,  and  may  be  used, 
therefore,  to  predict  the  outcome  of  the  treatment.  ICP‐MS  is  the most  sensitive  technique  for  the 
determination  of  Pt  in  biological  samples  and  can  offer  robust,  fast  and  accurate  quantitations  for 
studying  pharmacokinetics  and  pharmacodynamics  of  Pt‐drugs  in  patients.  This  thesis  describes  the 
development of a set of ICP‐MS based assays for the determination of Pt‐DNA adducts and Pt sub‐cellular 
distribution  in  leukocytes of  cancer patients and human  cancer  cell  lines  following  treatment with Pt‐
based  chemotherapy.  It  is  ultimately  aimed  to  use  these  assays  in  the  clinic  to  predict  the 
effectiveness  and  toxicity  of  Pt‐based  chemotherapy  in  individual  patients,  and  offer  those who 
would  respond  to  the  treatment  personalised  drug  doses. Alternatively,  patients who would  not 
benefit from these drugs would be offered other forms of treatment.  
Pt–DNA  adduct  formation  was  determined  in  leukocytes  from  patients  undergoing  Pt‐based 
chemotherapy  demonstrating  significant  inter‐patient  variability  and  excellent  reproducibility  of  the 
assay.  The  sensitivity  of  the  technique  enabled  quantitation  of  as  little  as  0.2  Pt  adducts  per  106 
nucleotides using 10 µg of patient DNA.  It was  shown  that Pt/P  ratio was  robust  against DNA matrix 
effects,  and was  considered more  reliable  approach, with  Eu  as  internal  standard,  for  estimating  Pt 
adducts per nucleotide compared to using Pt data in combination with DNA concentration measured 
by  UV.  Comparison  of  in  vivo  Pt‐DNA  adduct  formation  with  the  patients’  clinical  notes  suggested 
possible correlation between the adduct formation in leukocytes and toxicity. 
Speciation methods employing HPLC with  complementary  ICP‐MS and ESI‐Ion Trap‐MS detection were 
developed and used for characterisation of oxaliplatin bi‐functional adducts with mono‐nucleotides and 
di‐nucleotides.    Further,  a  fast  and  sensitive  LC‐ICP‐MS  assay  was  developed  and  used  for  the 
quantification of oxaliplatin GG  intra‐strand adducts  in human cancer cell  lines. The assay, which has a 
detection limit of 0.22 Pt adduct per 106 nucleotides based on a 10 μg DNA sample, is suitable for in vivo 
assessment of the adducts in patients undergoing oxaliplatin chemotherapy. 
Combining  the  ICP‐MS quantitation with a  cell  fractionation procedure allowed,  for  the first  time,  the 
detailed  quantitation  of  entire  sub‐cellular  Pt‐drug  partitioning  in  patient  leukocytes  in  vivo,  and  in 
human cancer cell  lines  in vitro,  following exposure  to variety of Pt‐drugs. The  studies  showed  that Pt 
broadly  follows the total protein content of the  individual sub‐cellular compartments with the majority 
being scavenged in the cytosol compartment. 
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Glossary of Terms 
AC   Alternating current 
5‐FU  5‐Fluoro Uracil 
AAS  Atomic absorption spectrometry 
ABC  ATP‐binding cassette 
APCI    Atmospheric pressure chemical ionisation 
APPI    Atmospheric pressure photoionisation 
ATCC  American Type Culture Collection 
AUC  Area under the curve 
AV  adsorptive voltammetry 
BER  Base‐excision repair 
BSA  Body surface area 
CID    Collision induced dissociation 
CPS    Counts per second 
CRM   Consecutive reaction monitoring 
ctDNA    Calf thymus deoxyribonucleic acid  
Da    Daltons 
DACH  Diaminocyclohexane 
DEAE    Diethylaminoethane 
DI  Deionised water 
DL  Detection limit 
DNA    Deoxyribonucleic acid 
DNase 1  DNA nuclease 1 
ECF  Epirubicin, fluorouracil and cisplatin 
ECX  Epirubicin, cisplatin and capecitabine 
EDTA   Ethylenediaminetetraacetic acid 
EOX  Epirubicin, oxaliplatin and capecitabine 
ERCC1  Excision repair cross‐contemplating‐1 
ESA    Electrostatic analyser 
ESI    Electrospray ionisation 
ESI‐MS  Electrospray ionisation‐mass spectrometry 
eV  Electron volt 
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FA  Folinic acid 
FDA  Food and drug administration 
FOLFOX  5‐fluorouracil, folinic acid and oxaliplatin 
GFR  Glomerular filtration rate 
GMP    Guanine monophosphate 
GSH  Glutathione 
HMG  High mobility group 
HPLC   High performance liquid chromatography 
HR‐ICP‐MS   High resolution inductively coupled plasma mass spectrometry 
ICP‐AES  inductively coupled plasma atomic emission spectrometry 
ICP‐MS   Inductively coupled plasma mass spectrometry 
IDA  Isotopic dilution analysis 
IS  Internal standard 
IP  Ionisation potenial 
LA    Laser ablation 
LIT  Linear ion trap 
LLOQ  Lower limit of quantification 
LR  Low resolution 
m/z  Mass to charge ratio 
MALDI   Matrix‐assisted laser desorption ionisation 
MDL  Method detection limit 
MMR  Mismatch repair 
MR  Medium resolution 
mRNA    Messenger ribonucleic acid 
MS    Mass spectrometry 
MS/MS   Tandem mass spectrometry 
NAA  Neutron activation analysis 
NER  Nucleotide‐excision repair 
NMR    Nuclear magnetic resonance 
NP1    Nuclease P1 
NSCLC  Non‐small cell lung cancer  
NSI    Nanospray ionisation 
PBS   Phosphate buffered saline 
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PDA  Photo diode array 
PLA    Post labelling assay 
QC  Quality control 
RF   Radio frequency  
RNA    Ribonucleic acid 
RSD  Relative standard deviation 
SAP    Shrimp alkaline phosphatase 
SEM    Secondary electron multiplier 
SIM    Selected ion monitoring 
SNP   Single nucleotide polymorphism 
SPE    Solid phase extraction 
SRIXE  Synchrotron radiation‐induced X‐ray emission 
SRM    Selected reaction monitoring 
STD  Standard Deviation 
T4PNK   T4 Polynucleotide kinase 
TBP  TATA‐binding protein 
TOF    Time of flight 
Tris    Tris(hydroxymethyl)aminomethane 
UPLC  Ultra high performance liquid chromatography 
UV    Ultra violet 
WBC  White blood cell 
XANES  X‐ray absorption near‐edge structure spectroscopy 
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1 Introduction 
1.1 Objectives 
Pt‐based  drugs  are  among  the most  effective  and widely  used  agents  in  cancer  chemotherapy. 
However, drug resistance and toxic side effects are major  limitations for the treatment success.  In 
addition,  Pt  based  drugs  are  dosed  according  to  a  standard  approach  based  on  patient’s  body 
surface area  (BSA), a variable of height and weight of the patient.   This approach, which has been 
repeatedly  criticised  as  being  inaccurate  1  and  nonscientifically  based,  2  causes  significant  inter‐
individual variability  in clinical  response, both  in  terms of efficacy and  side effects.  3,  4 Due  to  the 
narrow therapeutic  index of Pt‐based drugs, and because clinicians have no prior knowledge about 
the drug pharmacodynamics and pharmacogenetics in patients, there is currently a need in oncology 
to develop clinical assays that can predict  the outcome of the treatment and personalise Pt‐based 
drug doses for individual patients.   
The determination of the clinically relevant ultra  low concentrations of Pt based drugs  in biological 
samples  is  important  to understand  the pharmacokinetics and pharmacodynamics of  these drugs. 
ICP‐MS is a powerful analytical technique that has the capability of multielement detection of most 
elements in the periodic table including metals such Pt as well as elements of biological importance 
such as P and S. Therefore, ICP‐MS has been widely applied to the pharmacological research of Pt‐
based  drugs  and  to  study  their  interactions  with  bio‐molecules  such  as  DNA  and  protein.  5  In 
addition  to  its ultrasensitive multielemental quantitative capabilities,  the  robustness and  speed of 
ICP‐MS analysis make it ideal high throughput tool for analysing large number of samples obtained in 
the clinic and biological applications. Because ICP‐MS response is independent of the molecular form 
of the analysed species, ICP‐MS has the unique benefit of allowing mass balance calculations to be 
established, which are useful for validating assays and estimating recovery of Pt originating from the 
drug. Moreover,  in combination with speciation techniques such as  liquid chromatography,  ICP‐MS 
can be used as an element selective detector to study and quantify not only to the various Pt species 
to which the drug can be transformed, but also the different potential targets to which the drug can 
bind such as DNA and proteins. 
The  primary  aim  of  this  research  is  to  develop  a  set  of  sensitive  assays,  based  on  sector  field 
inductively  coupled  plasma  mass  spectrometry  (SF‐ICP‐MS),  for  the  determination  of  Pt‐DNA 
adducts  and  sub‐cellular  distribution  of  Pt  in  blood  leukocytes  of  cancer  patients  undergoing 
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treatment with Pt‐based drugs. Ultimately, it is aimed to employ these assays in the clinic to predict 
the  clinical  response of Pt‐based drugs  in  terms of  side effects and efficacy, and  thus  inform and 
guide  the  clinical  decision  to  offer  personalised  Pt‐based  drug  chemotherapy.  The  benefits  of 
employing  SF‐ICP‐MS  for  studying  Pt‐based  drugs  in  clinical  applications will  be  discussed  in  this 
introduction, highlighting  the advantages and disadvantages of  SF‐ICP‐MS  in  comparison  to other 
commonly used analytical techniques. 
Three  specific  objectives were  identified  in  this  research.    The  first  objective was  to  develop  a 
sensitive,  fast and  reproducible SF‐ICP‐MS assay  for  the determination of  total Pt‐DNA adducts  in 
leukocytes  isolated  from blood samples obtained  from cancer patients undergoing  treatment with 
Pt‐based drug chemotherapy. The work carried out to meet this objective is described in Chapter 2. 
In this work, the method development and validation studies focused on  improving and evaluating 
the sensitivity and reproducibility of the analysis and on  identifying a suitable  internal standard for 
Pt  and  P quantification.  The  assay was  employed  to  study  in  vitro  Pt‐DNA  adduct  formation  and 
repair in human cancer cells treated with cisplatin. More importantly, the assay was applied on real 
clinical  samples  from  patients  undergoing  treatment  with  a  variety  of  Pt‐based  combination 
chemotherapies. The  clinical notes of patients were compared with  the assay  results, highlighting 
the implications on the prediction and personalisation of Pt‐based drug chemotherapy. 
The second objective of this research was to develop fast and sensitive LC‐ICP‐MS method suitable 
for  the  quantification  of  oxaliplatin‐DNA  adducts  in  vitro, with  the  potential  to  quantify  in  vivo 
adducts  obtained  from  patient  samples.  In  this  work,  the  multi‐elemental  specificity  and 
quantification of  the  ICP‐MS was combined with  the  structural characterisation capabilities of  the 
molecular MS  to  identify,  characterise  and  quantify  oxaliplatin  adducts  with  nucleotides  at  the 
mono‐nucleotide, di‐nucleotide and cellular DNA levels. The LC‐ICP‐MS assay was used to monitor in 
vitro  intrastrand GG‐oxaliplatin adduct  formation and  repair  in human colorectal cancer cells. This 
work is described in Chapter 3 
The third objective was to develop an ICP‐MS assay for the in vivo and in vitro determination of the 
Pt total fate and sub‐cellular distribution in human cells following treatment with Pt‐based drugs. To 
achieve  this, a commercially available kit was employed  for  the  fractionation of  the cells  into  four 
sub‐cellular  fractions:  cytoplasm,  cell  membrane,  nucleus,  and  cytoskeleton,  followed  by 
determination  of  Pt  content  by  ICP‐MS.  The  assay  was  applied  to  study  cisplatin  sub‐cellular 
partitioning in human lung cancer cell line, and to study the effect of FOLFOX (5‐fluorouracil, folinic 
acid  and oxaliplatin)  a  commonly used  combination  chemotherapy  in  the  treatment of  colorectal 
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cancer, on the sub‐cellular partitioning of oxaliplatin  in colorectal cancer cell  lines. To demonstrate 
the  applicability  of  the  assay  in  a  clinical  environment,  the  assay was  used  to  study  in  vivo  sub‐
cellular partitioning of Pt in leukocytes of four cancer patients following treatment with a variety of 
Pt based drug combination chemotherapy. The work related to this assay is described in Chapter 4.  
An outline of the methodologies presented in this thesis is shown in Figure 1.  
In following sections of this introduction, the importance of Pt‐based drugs in cancer chemotherapy 
will be briefly discussed, highlighting the various aspects associated with their use in clinical practice 
in addition  to discussing  the molecular mechanisms of action and drug  resistance associated with 
these  drugs.  The  basic  operation  of  SF‐ICP‐MS  and  electrospray  ionisation  linear  ion  trap mass 
spectrometers (ESI‐MS) employed in this research will be also described. The research pertaining to 
the  development  and  application  of  each  of  the  three  assays  developed  in  this  work  will  be 
presented in Chapter 2, 3 and 4 respectively. Finally, concluding remarks and suggested future work 
are presented in Chapter 5. 
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Figure 1 Outline of the experimtal work presented in this thesis.  
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1.2 Cancer and chemotherapy 
Cancer is broadly defined as an uncontrolled growth of cells within a specific organ or type of 
tissue. 6 Although most cancers originate at a single site, they often grow steadily and invade 
nearby  areas  by  direct  extension  of  the  tumour  tissue,  in  addition  to  forming  secondary 
tumours in other distant sites by a process called metastasis. 6  
Surgery, radiation and chemotherapy are the most commonly used treatments of cancer. The 
choice as  to which  therapy or a combination of  these  therapies  is used depends on  several 
factors  including  tumour’s histology,  its  relevant molecular  and  immunological  subtype  and 
the  stage  of  the  disease.  7  The  therapy  choice  is  also  dependent  on  the  patient  probable 
tolerance to the possible side effects of the treatment. 7  
More than half of patients diagnosed with cancer receive chemotherapy. 8 The goal of cancer 
chemotherapy is to stop the division, invasion, metastasis of cancer cells in order to ultimately 
prevent  the  death  of  the  patient.  Most  of  the  chemotherapeutic  drugs  affect  the  cell 
proliferation of the cancer cells. However, since cell division is a feature of normal cells as well 
as cancer cells, cancer chemotherapy  is usually associated with  toxic effects, particularly on 
normal  cells  with  rapid  turnover  rate,  such  as mucus membrane  and  bone marrow  cells. 
Therefore,  there  is  an  on‐going  search  in  oncology  for  a  cancer  chemotherapy  that would 
completely eradicate tumour cells while having minimal toxic effects on normal cells. 9 
Most cancer patients receive cytotoxic drugs at some point during the course of their  illness. 
Cytotoxic drugs can be used to cure some types of cancer such as testicular cancer with high 
success rates, and can be also used in other types of incurable metastatic cancers to alleviate 
symptoms,  reduce  tumour  size,  and  prolong  life.  7  Adjuvant  chemotherapy  is  used  after 
surgical  removal of  the  tumour  in cancer patients who have high  risk of  tumour  recurrence. 
Neoadjuvant  chemotherapy, on  the other hand,  is used prior  to  surgery or  radiation of  the 
tumour to reduce the size or extent of the cancer. The latter approach can reduce the extent 
of  surgical  intervention  or  even  avoid  it  by  using  radiation  therapy  only,  and  therefore 
minimising the need for cosmetic changes and preserving organ function. 7 
Chemotherapy can be used either as curative or as palliative treatment. The ultimate decision 
on the goal of the treatment must be based on a comprehensive understanding of the disease 
and  the  clinical  pharmacology  of  the  drug.  In  addition,  potential  advantages  and  risks 
associated  with  other  alternative  treatments  such  as  surgery  and  radiation  should  be 
considered. In order to treat the patient with a curative intent, it is important to firmly adhere 
to the drug dosage and schedule, as indicated in the standard regimen, and for the patient to 
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be willing  to accept potential  toxicity of  the  treatment.  7 However, when  the disease  is not 
expected to be cured, the treatment decision must be made on an expectation to improve the 
life quality of the patient or prolong their  life. 7 Dosage adjustments and treatment delays  in 
patients receiving palliative therapy can help reduce the toxicity of the chemotherapy but at 
the expense of drug efficacy. 7 
Since both curative and palliative chemotherapy treatments are dependent on how well  the 
patient  can  tolerate  the  drug,  clinical  tests  are  increasingly  developed  for  identifying 
biomarkers  to  predict  response  and  toxicity  of  cancer  drugs  and  thus  individualise  the 
treatment.  Polymorphism  of  genes  responsible  for  inactivating  anticancer  drugs  may  be 
associated with significantly delayed drug clearance and may  lead  to  toxicity. Based on  this, 
several pharmacogenetic tests were developed that can identify patients at high risk of toxicity 
of  anti  cancer  drugs.  Examples  of  such  tests  are  those  developed  to  predict  toxicity  of 
irinotican, 5‐fluorouracil and 6‐mercaptopurine. 7 Similarly, mutation, polymorphism, or gene 
methylation may affect expression of DNA repair enzymes such as methyl guanine O‐6 methyl 
transferase and mismatch repair complex enzymes, and therefore may  influence response to 
alkylating  agents  and  Pt‐based  drugs.  However,  the  phramacogenetic  tests,  which  are 
available in specialised laboratories, are still not applied routinely in clinical practice. 7      
1.2.1 Pt­based drugs 
Pt‐based  drugs  represent  an  important  class  of  anti  cancer  drugs  which  is  used  in  the 
chemotherapeutic  regimens  of  around  half  of  all  cancer  patients.  10,  11  Pt‐based  drugs  are 
employed  for  the  treatment  of  wide  variety  of  tumour  types  such  as  head,  neck,  lung, 
oesophageal, gastric, colorectal, bladder, ovarian, cervical, and testicular cancers. 7 
Although  the  first  Pt‐based  drug  used  in  the  clinic,  cisplatin  (Figure  2),  or  cis‐
diamminedichloroplatinum (II), was first synthesised in 1845, its anti‐tumour effects were not 
discovered until 1969 by Rosenberg 12. This discovery led to several clinical trials leading to the 
approval  of  cisplatin  in  1978  by  Food  and Drug  Administration.  13  Since  then  cisplatin  has 
become one of the most commonly used anticancer drugs in the world. 14  
As with other  successful drugs,  the  clinical approval of  cisplatin  led  to  the  search  for other 
agents  with  similar  chemistry  but  with  improved  clinical  profile.  Several  thousands  of  Pt 
complexes  have  been  evaluated  but  so  far  only  two  other  Pt‐based  drugs were  approved 
worldwide for use in the clinic. These drugs are carboplatin (Figure 2), diamminecyclobutane‐
dicarboxylatoplatinum, which is a second generation Pt‐based drug, and oxaliplatin (Figure 2) 
which  is  a  third  generation  drug  consisting  of  a  platinum  centre  bound  to  two  bidentate 
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ligands, oxalate and a diaminocyclohexane  (DACH). Other Pt drugs which are  in  the pipeline 
include picoplatin  (Figure 2) which  is  in Phase  III clinical  trials  for small cell  lung cancer, and 
satraplatin    (Figure 2) which  is an orally active drug  that  is under  consideration by  FDA  for 
hormone‐refractory prostate cancer. 15  
 
Figure 2 Examples of the most important Pt‐based drugs 
1.2.1.1  Use in clinic 
One  of  the most  significant  developments  in  cancer  therapy  is  the  treatment  of  testicular 
cancer by cisplatin. Before the development of cisplatin, the cure of testicular cancer patients 
was rare, whilst  following  the  introduction of cisplatin chemotherapy, 85% of  these patients 
nowadays are essentially cured. 16   
Cisplatin combination chemotherapy is also employed as a standard therapy in the treatment 
of  several  other  types  of  cancer.  Regimens  including  cisplatin  produce  clinical  complete 
remission in about 50% of patients with advanced ovarian cancer. 16 Cisplatin is also curative, 
in  combination  with  radiation,  for  locally  advanced  head  and  neck  tumours  and  cervical 
cancer. 7  In addition, cisplatin gives a significant palliative effect  in patients with bladder and 
small cell lung cancers. 16 
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However, cisplatin chemotherapy  is  limited by tumour resistance and drug toxicity. Tumours 
such as colorectal and non‐small cell  lung cancers are  intrinsically resistant to cisplatin while 
others  such  as ovarian  cancer  can  exhibit  acquired  resistance  after  the  initial  treatment.  17 
Severe  toxicities  such  as  nephrotoxicity,  ototoxicity  and  neurotoxicity  are  also  common  in 
patients  treated with cisplatin  (Table 1)  thus  limiting  the drug dose  that can be given  to  the 
patients. 18, 19  
Carboplatin  has  similar  spectrum  of  activity  to  cisplatin,  but  it  is  substantially  less  toxic 
particularly in terms of nephrotoxicity. 16 This offers the advantage of continuing treatment of 
some  tumours,  such  as  ovarian  cancer, with  carboplatin  if  patients  could  not  tolerate  the 
toxicity associated with cisplatin.  18  In addition  to ovarian cancer, carboplatin  is also used  in 
the clinic for the treatment of non‐small cell lung carcinoma. 19 The dose limiting side effect of 
carboplatin  is  myelosuppression  (Table  1),  specifically  neutropenia  (drop  in  count  of 
neutrophils  which  is  a  type  of  white  blood  cells)  and  thrombocytopenia  (drop  in  platelet 
count). 19  
Since cisplatin and carboplatin have similar spectrum of activity and share cross‐resistance to 
each other, the search continued for Pt‐based drugs with improved anti‐cancer activity against 
cisplatin‐resistant  tumours.  This  has  resulted  in  discovering  another  clinically  effective  Pt‐
based drug which  is oxaliplatin. Oxaliplatin  is mainly employed  in the clinic for the treatment 
of colorectal cancer.  It has also shown activity in phase I clinical studies against breast cancer 
and melanoma (a type of skin cancer). 19 Compared to cisplatin, oxaliplatin is generally free of 
ototoxicity and nephrotoxicity, and causes  less myelosuppression than carboplatin. However, 
peripheral neuropathy, which is a numbness sensation that patients feel in their extremities, is 
the dose limiting and the most common toxicity of oxaliplatin. 18 This neuropathy can be acute, 
occurring  in about 95% of  the patients  right after oxaliplatin administration, or  chronic and 
cumulative which can take several weeks of treatment to appear and occurs  in about 15% of 
patients.  19  Acute  neuropathy  can  be managed  by  administration  of  calcium  gluconate  or 
magnesium sulfate before and after treatment, whereas glutathione and amifostine have been 
employed to reduce the cumulative neuropathy. 19  
Table 1 Common toxicities associated with Pt‐based drug chemotherapy 19 
Toxicity  Cisplatin  Carboplatin Oxaliplatin
Ototoxicity  Adult: 23‐50% of the patients
Children: >50% of the patients 
~1% of the patients Rare 
Peripheral Neuropathy  Adult: 30‐62% of the patients
Children: 10% lower 
Conventional dose: 6% of the patients 
High dose: 25% of the patients 
Acute: 95%
Cumulative: 15% 
Nephrotoxicity  ~20‐41% of the patients Patients with irregular kidney function  Rare 
Myelosuppression  <5% of the patients Conventional dose : 20‐40% of the patients 
High dose: >90% of the patients 
Rare 
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Pt‐based drug dose, which is calculated based on body surface area (BSA) or kidney function, is 
given  to  patients  in  repeating  cycles  of  2‐4 weeks.  Each  cycle  include  the  time  the  drug  is 
administered followed by a drug‐free period to allow normal cells to recover. The typical dose 
of cisplatin  is 50, 60 or 70 mg/m2, given every 3 or 4 weeks depending on blood cell count. 7 
Oxaliplatin can be administered up  to 85 mg/m2 every 2 weeks or up to 130 mg/m2 every 3 
weeks.  7  In  case  of  carboplatin,  kidney  function  is  used  to  adjust  the  drug  dose  since  it  is 
almost  completely excreted  in urine  (90% of  the drug  in 24 h).  7 The dose of  carboplatin  is 
optimised according  to  renal  function  in order  to produce an optimal area under  the  curve 
(AUC) of the drug concentration in blood plotted versus time. AUCs of 5 and 6 mg ml‐1 min are 
the most commonly used and well‐tolerated. The formula 7 used to calculate carboplatin dose 
(Calvert formula) can be seen below: 
Carboplatin dose (mg) = Target AUC x (GFR+25)  
Where  GFR  is  Glomerular  Filtration  Rate  which  is measured  by  determining  clearance  of 
creatinine  (a  substance  filtered  out  of  the  blood mainly  by  the  kidneys  and  therefore  its 
clearance is used as a measure of kidney function).  
Similar  to  cisplatin,  the  carboplatin dose  is administered every 3 or 4 weeks, depending on 
blood cell count.  In some patients, dose  reduction will be  required by  the 4th or 5th cycle of 
chemotherapy as a result of cumulative thrombocytopenia. 7 
The  premise  for  normalizing  the  drug  dose  based  on  the  BSA  approach  is  to  reduce  inter‐
individual  variability  in drug  exposure  and  thus  clinical  response  to  chemotherapy.  4  In  the 
clinic,  however,  this  standard  dosing  approach  produces  significant  variability  in 
pharmacokinetics  and  pharmacodynamics  among  patients  leading  to  inconsistency  in 
therapeutic  effects  and  toxicity.  3,  4  The  variability  in  clinical  response  can  be  attributed  to 
several  factors  such  as  inter‐individual  variability  in  renal  and  hepatic  clearance,  body 
composition as well as cellular factors including genetic components. 4, 20, 21 As a result, it has 
been suggested that the current dosing approach  is  inaccurate 1, and other methods of dose 
calculation  should be  investigated.  1 However,  there  are  currently no practical  alternatives, 
and,  therefore,  there  is an unmet need  in oncology  for developing new personalised dosing 
strategies  to  improve  effectiveness  of  the  treatment  and  reduce  toxicities  commonly 
associated with Pt‐based drug chemotherapy. 
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1.2.1.2 Mechanism of action 
The exact mechanism of action of Pt‐based drugs is still not well understood. However, there 
is overwhelming evidence  to support  the view  that  the major mechanism of action  involves 
drug covalent binding to DNA in the cell, forming Pt‐DNA adducts. 22 The resulting distortion of 
the DNA  structure  signals  cell  cycle arrest, allowing  for  repair and,  if  the damage  levels are 
high enough, subsequent apoptosis. 23, 24  
Triggering  cell  death  by  Pt‐based  drugs  involves  four  consecutive  stages.  They  are  (1)  Pt 
accumulation in the cell by both passive and active uptake; (2) activation of the Pt (II) complex; 
(3) binding to DNA to form various Pt‐DNA adducts; and (4) cellular response to DNA damage. 
25 
The cellular uptake of cisplatin occurs by a variety of mechanisms  including passive diffusion 
and  facilitated  transport.  26  Early  uptake  studies  suggested  that  cisplatin  enter  the  cell 
predominantly by passive diffusion. 24, 27‐29  The studies showed that cisplatin uptake was linear 
with  time over 60 minutes  and was not  saturated up  to  a  concentration of 1000 µM.  24  In 
addition,  cisplatin  accumulation  was  not  lowered  by  competitive  inhibition  by  other 
compounds,  including  Pt  compounds,  suggesting  that  active  transport was  not  involved  in 
cisplatin  uptake.  26  However,  there  has  been  increasing  number  of  studies  indicating  the 
involvement  of  copper  transporters  not  only  in  the  active  uptake  but  also  in  the  efflux  of 
cisplatin. Studies carried on Ctrr1, a high‐affinity copper transporter, and cisplatin showed that 
mutation or deletion of CTR1 gene  resulted  in  reduction of Pt  levels and  increased cisplatin 
resistance in yeast and mouse cells. 24, 30 In addition, the copper‐transporting P‐type adenosine 
triphosphate  24,  31‐34  and  ATP‐binding  cassette  (ABC),  sub  family  C2,  which  is  an  exporter 
protein,  have  been  also  associated  with  cisplatin  resistance,  suggesting  their  possible 
involvement with cisplatin efflux. 24 
A plethora of  ligands other than DNA are available to compete for the Pt  inside the cell,  it  is 
thus  not  surprising  that  only  a  very  small  fraction  of  intracellular  Pt  binds  to  their 
pharmacological  target  .  17 Non‐DNA  interactions  not  only  account  for  the majority  of  the 
intra‐cellular adducts  formed by  the Pt‐drugs,  thus  reducing  their efficacy, but  there  is also 
strong evidence suggesting that such adducts are responsible for induced resistance in cancer 
cells.  35‐37  Pt‐based  drugs  can  react  with  subcellular molecules  containing  strong  electron 
donor  groups  such  as  thiols,  carbonyl  oxygens  and  amino  nitrogens.  Key  among  these 
molecules is cytoplasmic ligand glutamylcysteinylglycine (glutathione or GSH). 38 The extent of 
Pt‐GSH  binding  in  cisplatin  has  been  reported  to  account  for  approximately  60%  of  its 
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intracellular  concentration,  38  while  a  more  recent  report  reduced  this  dramatic  figure 
suggesting that it does not exceed 20% 39 . The subcellular distribution of Pt‐based drugs in the 
cell is discussed in more details in Chapter 4. 
All Pt‐based drugs are activated by undergoing hydrolysis after penetrating the cell. In the case 
of  cisplatin  the  two  chlorides  are  replaced  with  water  molecules,  forming  primarily  cis‐
[PtCl(H2O)(NH3)2]
+ and cis‐[Pt(H2O)2(NH3)2]2+ (Figure 3).39, 40 This process does not readily occur 
in the blood stream due to the high concentration of free circulating chloride ions (~100 mM) 
13,  41.  Because  oxaliplatin  is  less  stable  at  high  chloride  concentrations  than  cisplatin  15,  it 
undergoes ligand exchange in physiological conditions where the oxalate ligand is replaced by 
two chloride ligands to form [Pt(DACH)(Cl)2]. 42 The complex is then activated after penetrating 
the cell by undergoing hydrolysis similar as in cisplatin forming [Pt(DACH)(H2O)2]2+. Carboplatin 
is at least 100 times more resistant to the hydrolysis reaction and is significantly more stable in 
both saline and aqueous solutions compared to cisplatin. 16 15, 16 This may explain why higher 
doses of carboplatin are required to produce the same number of Pt‐DNA adducts or to obtain 
similar cytotoxicity to cisplatin both in cultured cells and patients.  
 
Figure 3 Activation of cisplatin inside the cell by hydrolysis. 
After penetrating the nucleus, the hydrated complexes bind to DNA forming various types of 
adducts of intra‐ and inter‐strand cross linkages. The preferred binding site of Pt‐based drugs 
is the N7 of G and to a lesser extent N7 of A, although platination may occur at N3 of cytosine 
and  N1  of  adenine.  15    Therefore  it  is  not  surprising  that  the most  abundant  type  of  the 
adducts formed, comprising about 65% of formed adducts, are 1,2 intrastrand crosslinking two 
guanine bases (Figure 4A). This is followed by 1,2 intra‐strand cross linking of adjacent adenine 
and  guanine  (Figure 4B) which  represents 25% of  the  adducts.  The  rest of  the  adducts  are 
inter‐strand  crosslinks  between  two  guanines  (~3%)  (Figure  4C),  intra‐strand  crosslinks 
between  two  guanines  separated by one or more  bases  (Figure  4D),  and monofunctionally 
bound cisplatin to guanine base (Figure 4E). 43 Oxaliplatin adducts are bulkier than that formed 
by cisplatin and carboplatin which form the same adduct structure as can be seen in Figure 5. 
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The relative role of each of the various Pt‐DNA adducts in inducing cytotoxicity is unclear. The 
fact that the clinically inactive transplatin, which form predominantly mono‐adducts and 1,3 or 
1,4  intrastrand adducts,  is unable  to  form 1,2  intrastrand GG and AG adducts  supports  the 
view  that  these  adducts  are  responsible  for  the  cytotoxicity  of  cisplatin.  This  view  is  also 
supported by  the observation  that 1,2 GG  intrastrand  are poorly  repaired  compared  to 1,3 
intrastrand GG and monofunctional adducts. 16 On the other hand, other findings suggest that 
interstrand  adducts  could  be major  determinants  of  cytotoxicity.  This  is  indicated  by  the 
marked  increase  in  the  gene‐specific  removal  of  interstrand  adducts  in  cisplatin‐resistant 
ovarian carcinoma cell lines in comparison to those which are sensitive to cisplatin. 16 
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Figure 5 Cisplatin, carboplatin and oxaliplatin and their intrastrand GG adducts in DNA 44 
Although  the  pathway  from  Pt‐DNA  adduct  formation  to  apoptosis  remains  incompletely 
elucidated, it is known that several complex signal transduction pathways are activated by Pt‐
DNA adducts. These  include pathways  involved  in DNA‐damage  recognition and  repair,  cell‐
cycle  arrest,  and  programmed  cell  death/apoptosis.  22  Vital  cellular  functions;  such  as 
replication by major polymerases and  transcription, which  require DNA‐strand separation  to 
various extents, are also  inhibited by Pt‐DNA adducts.  22  In addition,  involvement of  signal‐
transduction  pathways  that  control  growth,  differentiation  and  stress  responses  have  also 
been  noted.  Cellular  proteins  involved  in  these  pathways  include  ataxia  telangiectasia  and 
RAD3‐related  (ATR), p53, p73,  JUN amino‐terminal kinase  (JNK or MAPK8) and p38 mitogen‐
activated protein kinase (p38MAPK or MAPK14). 22 The overall direct cellular responses to Pt‐
DNA adducts are summarised  in Figure 6. Several reviews discussing these cellular responses 
in more details can be found elsewhere. 17, 24, 45, 46 
. 
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Figure 6 Summary of direct cellular responses to Pt‐DNA adducts 45 
Cisplatin  adducts with DNA  are  recognised  by  a  number  of  cellular  proteins which  include 
mismatch‐repair  proteins  and  some  damage‐recognition  proteins  such  as  those  containing 
high mobility group (HMG) domain. HMG proteins are involved in regulating important nuclear 
functions such as transcription and replication, and they are associated with the curvature of 
chromatin. 13, 19 HMGB proteins, including HMGB1, have been shown to bind to intrastrand 1,2 
–d(GG)  adducts  of  cisplatin.  This  binding  has  been  linked  to  inhibition  of  several  cellular 
processes which may be responsible for  initiating DNA damage signals and consequently cell 
apoptosis.  HMGB1  binding  to  cisplatin  adducts  can  also  inhibit  transcription  factors  thus 
preventing  transcription  and  replication.  Repair  pathways  such  as  those  involving  replicate 
bypass are also  inhibited by  this binding. Other  repair pathways  such as nucleotide excision 
repair (NER) are also blocked by other HMGB proteins such as SRY, UBF, and LEF‐1. HMG has 
significantly  lower  affinity  for  Pt‐DNA  adducts  induced  by  oxaliplatin  in  comparison  to 
cisplatin.  This  contributes  to  the  difference  in  overall  cellular  response  and  spectrum  of 
activity of cisplatin and oxaliplatin. 19 
Besides  HMG  proteins,  several  other  proteins  are  associated with  cytotoxicity  of  cisplatin. 
Among  these  is  TATA‐binding  protein  (TBP) which  is  a  nuclear  protein  that  recognises  the 
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major 1,2‐ d(GG)  intrastrand cisplatin adduct and  is  involved  in  initiation of  transcription.  17  
TBP  binding  to  cisplatin‐DNA  adducts  has  been  shown  to  inhibit  transcription  in  vitro 
suggesting a possible role  for such binding  in mediating  the anti  tumour activity of Pt‐based 
drugs. 47 Cisplatin binding to H1 histone, which is a nuclear factor that maintains the integrity 
of nucleosome core particles in the chromatin, might also initiate cytotoxic pathways and lead 
to  cell death.  17   Other proteins  that  recognise  cisplatin‐DNA  intrastrand adducts  include 3‐
methyladenine  DNA  glycosylase  (AAG)  mammalian  repair  proteins.  Engagement  of  these 
proteins in binding to the adducts prevent them from binding to their natural substrates thus 
leading to cell apoptosis. 17 The various roles of proteins that bind to DNA following damage by 
Pt‐based drugs have been reviewed elsewhere. 45  
1.2.1.3 Resistance 
Resistance is a major limitation to the clinical use of Pt‐based drugs. Therefore the molecular 
mechanisms by which cells become  resistant  to  this class of drugs have been  the subject of 
intensive  research.  Resistance  to  Pt‐based  drugs  can  be  broadly  divided  into  two  main 
categories;  resistance  due  to  insufficient  levels  of  Pt‐based  drug  reaching  target DNA,  and 
resistance mediated after drug binding to DNA. 22, 37 Figure 7 shows the various mechanisms by 
which cells exhibit resistance to Pt‐based drugs. 
Tumour cells with acquired Pt resistance have been repeatedly reported to have the capability 
to reduce overall intracellular Pt accumulation. 22, 26 Loss of CTR1 represents one mechanism of 
Pt resistance as discussed earlier. CTR1 expression in human ovarian cancer cell lines has been 
also  reported  to  be  downregulated  after  treatment  with  cisplatin  at  clinically  relevant 
concentrations.  48  Increased  Pt  efflux was  also  shown  to  contribute  to  resistance  in  cancer 
cells, although to  lesser extent  in comparison to decreased Pt uptake. 22 Another mechanism 
of  resistance  by  which  the  cell  reduces  Pt  levels  reaching  target  DNA  is  by  increased 
inactivation  of  Pt‐based  drug  through  binding  to  cytoplasmic  bio‐molecules.  The  activated 
hydrated  Pt  species  preferentially  binds  with  bio‐molecules  in  the  cytoplasm  containing 
sulphur and nitrogen such as GSH or metallothioneins. This preferential binding scavenges Pt, 
therefore,  reducing number of Pt drug molecules  forming DNA  adducts.  Increased  levels of 
metallothionines 49 and GSH 50 have been associated with Pt resistance in cancer cells. GSH has 
been particularly  linked to clinical resistance 51 as  its  levels were reported to be about 3‐fold 
higher  in  tumour  cells  of  one  patient  after  the  onset  of  the  resistance,  in  comparison  to 
tumour cells obtained from the same patient before the onset of resistance. 22  
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Figure 7 Summary of the mechanisms mediating tumour cell resistance to Pt‐based drugs 22 
Tumour resistance to Pt‐based drugs mediated after DNA binding can be due to increased DNA 
repair or removal of adducts, or due  to tolerance mechanisms.  In general, cisplatin‐resistant 
cells have higher DNA repair capacities compared to their sensitive counterparts. 22 There are 
four major DNA‐repair mechanisms, namely, nucleotide‐excision  repair  (NER), base‐excision 
repair  (BER), mismatch repair  (MMR) and double‐strand‐break repair. 22 Of these, NER  is the 
major  repair mechanism  involved  in  the  removal of  cisplatin‐DNA  adducts.  22  Expression of 
excision  repair  cross‐contemplating‐1  (ERCC1), which  is  a NER  protein, has  been  correlated 
with resistance  in cisplatin‐resistant ovarian cancer cells. 52  In addition, knockdown of ERCC1 
has  been  reported  to  decrease  NER  of  Pt‐DNA  adducts  and  consequently  increase  cell 
sensitivity to cisplatin. 53 In patients, mRNA levels of ERCC1 correlated with clinical resistance. 
54  Increased  tolerance  to DNA damage by  loss of MMR  function  leads  to  low  resistance  to 
cisplatin. It has been suggested that after the MMR proteins recognise Pt‐DNA adducts several 
unsuccessful  repair  cycles  are  initiated  leading  to  apoptosis.  22  Therefore  loss  of  MMR 
pathways  leads  to  lower  ability  of  the  cell  to  trigger  apoptosis  and  consequently  inducing 
resistance.  Tolerance mechanisms  to  Pt‐DNA  adducts  include  the  capability  of  the  cell  to 
perform  DNA  replication  past  Pt‐DNA  adducts  by  a  process  called  translesion  synthesis  in 
which the adducts are bypassed by polymerase β and η. 22 Finally, tolerance to Pt‐DNA adducts 
might  be mediated  by  loss  or  downregulation  of  apoptotic  signal  pathways  such  as  these 
involving p53, JNK and BCL2 family proteins. 22 
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1.3 ICP­MS 
ICP‐MS  is  the most sensitive analytical  technique  that  is used  for  the determination of  trace 
and  ultratrace metals  in  numerous matrices.  55  ICP‐MS  offers  a  wide  linear  range,  higher 
analytical precision,  lesser  interferences, and very  low detection  limits  for most elements  in 
the periodic table 55, 56. Moreover  ICP‐MS offers the unique ability to measure  isotopic ratios 
which enables analysts to carry out very accurate quantifications via  isotope dilution analysis 
(IDA).  In addition, different methods of  sampling  can be used with  ICP‐MS  such as  solution 
sample nebulisation,  laser ablation and  coupling  to  chromatographic  separation  techniques. 
For these reasons ICP‐MS is considered an ideal technique for determination of low level of Pt 
in  biological  samples  and  clinical  applications.  55  Instrumentation  of  ICP‐MS,  its  basic 
operation,  and  its  application  to oncology  research will be discussed briefly  in  the  sections 
below.  
1.3.1 Instrumentation 
1.3.1.1 Sample introduction 
The most common way of introducing sample to the ICP‐MS is by solution nebulisation. Laser 
ablation  and  separation  techniques  such  as HPLC  are  also  other  systems  that  are  used  for 
sample  introduction.  The  solution  nebulisation  system  consists  of  a  peristaltic  pump  and  a 
nebuliser which produces fine aerosol in a spray chamber. The function of the spray chamber 
is to separate small droplets  from  larger ones. The small droplets are transported to sample 
injector and then to the plasma by a flow of argon gas whereas  large droplets fall out under 
the effect gravity and exit by a drain tube. The typical sample nebulisation uptake rate is 1 ml 
min‐1 however nebulisers with uptake  rate as  low as 20 µl min‐1 are also useful  in biological 
and clinical applications which involve analysing samples with very limited amounts. 5 
1.3.1.2 The plasma 
The plasma represents the ionisation source in the ICP‐MS.  It is formed by introducing an inert 
gas,  usually  argon,  into  the  plasma  torch which  is  typically made  of  quartz  and  consists  of 
three concentric tubes of varying diameter as can be seen in Figure 8. 57 The inner tube carries 
the sample aerosol whereas the middle and outer tubes carry gas flows which form the plasma 
and cool  the  torch  (Figure 8).  57 On entering  the  torch a high spark voltage  is applied  to  the 
argon gas which causes the electrons to be stripped from their argon atoms.  The electrons are 
then captured and accelerated into a magnetic field produced from a radio frequency (RF) coil 
surrounding the plasma torch and operating at a typical RF of 1100‐1500 W. These electrons 
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collide  with  other  argon  atoms  causing  further  ionisation  and  producing  chain  reactions 
leading  to  an  ICP  discharge.  The  plasma  of  the  ICP‐MS  operates  at  normal  atmospheric 
pressure and has a typical temperature of 6000‐10000 K. Under these conditions the sample 
aerosol  undergoes  several  processes  including  desolvation,  dissociation,  atomisation  and 
ionisation  transforming  almost  all  the  sample  to  singly  charged  atomic  ions.  The  ionisation 
efficiency  of most  elements  in  the  plasma  is  close  to  100 % which makes  the  ICP‐MS  an 
efficient and versatile tool to detect most elements in the periodic table. 5, 58  
 
Figure 8 Schematic diagram of the inductively coupled plasma 59 
1.3.1.3 The interface region 
Since  the plasma  is  formed at atmospheric pressure and  the mass spectrometer operates at 
high vacuum, an  interface  region  is  required  to allow efficient sampling of  the plasma gases 
with minimal  disturbing  of  the  sample  gases. A water  cooled  sampler  cone  that  is  aligned 
horizontally with the plasma represents the first part of the interface region (Figure 9). The tip 
of  the sampler, which  is  typically made  from nickel or platinum, has a small orifice  (~1 mm) 
that  is  immersed  in  the  plasma.  The  other  side  of  the  sampler  has  a  lower  pressure  in 
comparison to the atmospheric pressure of the plasma, and the ions are extracted through the 
sampler orifice.  When the gas is sampled through the sampler orifice it expands and its speed 
increases and exceeds the speed of sound forming a free‐jet structure that is conical in shape. 
57 The formed cone which originates at the sampler orifice has a base that is called the Mach 
disc (Figure 9). The area between the sampler orifice and the Mach disc  is called the zone of 
silence at which the second orifice, called the skimmer, is placed (Figure 9). The sampled gas at 
this zone  is thought to be a representative of the plasma gas which  is the reason for placing 
the  tip  of  the  skimmer  in  that  zone.  Once  skimmed,  the  ions  are  focused  using  several 
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electrostatic ion optics before entering the mass analyser where the ions are separated based 
on their mass to charge ratios (m/z). 57 
 
1.3.1.4 Mass analyser and detector 
There  are  three  main  types  of  mass  analysers  used  in  the  ICP‐MS  systems.  These  are 
quadrupole, time of flight and magnetic sector. Quadrupole is the most common type used in 
ICP‐MS due to its low cost and stability. Only the mode of operation of magnetic sector or high 
resolution  ICP‐MS  (HR‐ICP‐MS) will be discussed here due  its  relevance  to  this project.  The 
modes of operation of other MS types are discussed elsewhere. 60 
Two designs are used in the magnetic sector instruments; standard and reversed Nier‐Johnson 
instruments. The difference between the two designs is that the electrostatic analyser (ESA) is 
placed  after  the magnetic  analyser  in  the  reversed Nier‐Johnson  instruments whereas  it  is 
placed  before  the magnetic  analyser  in  the  standard  type.  61  The  design  employed  in  the 
Element  2XR  instrument  used  in  this  project  is  a  reversed Nier‐Johnson  type.  A  schematic 
diagram of this type is shown in Figure 10. 
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After the ions are sampled from the plasma and passed through the interface region, they are 
accelerated to a few kilovolts by the  ion optics and focused onto the entrance slit  located at 
the entrance to the magnetic sector. The entrance slit is used, in combination with the exit slit, 
to adjust the resolution. 62  The ions in the magnetic sector travel inside a flight tube which is, 
as the rest of the analyser region, kept at high vacuum so that ion beam is not scattered with 
residual gas particles. The water‐cooled magnet which  is dispersive with respect  to both  ion 
energy and mass focuses the ions as they exit the magnetic sector and enter the ESA. The ESA 
consists of two curved plates with opposite polarities of DC voltages. 62 The  inner plate has a 
negative polarity to attract the positively charged ions whereas the outer plate has a positive 
polarity to repel them. The ESA which is only dispersive with respect to ion energy focuses the 
ions  at  the  exit  slit where  they  enter  the  detector  region.  Therefore when  combining  the 
magnetic sector with  the ESA  the  ions separate based on  their m/z ratio.   The  instrument  is 
called double focusing magnetic sector because the ions are focused by both the magnetic and 
ESA fields. 62 
The Element 2XR used  in this project has 3 ‘scan’ modes. The first mode  is ‘B‐SCAN’  in which 
the accelerating voltage and the electrostatic sector (ESA) voltages are kept constant and the 
magnetic field is varied. This mode is used mainly for complete spectral coverage but has the 
disadvantage that because of magnet hysteresis about 1 ms per mass unit of fly‐back has to be 
added to settling times when repeat scans are required. 
The second mode is ‘E‐SCAN’ in which the accelerating voltage and the ESA voltages are both 
changed together. Thus the magnet is set at the lower mass range point and the E‐SCAN then 
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allows up to +30% of the start mass to be scanned very rapidly.  In order to perform analysis 
over wider mass ranges than that accessible by a single electric scan, the magnetic field has to 
be  changed  again.  This  is  the  default  measurement  mode  of  the  Element  2XR.    The 
measurement  of  195Pt,  153Eu  (internal  standard)  and  31P,  in  the  DNA  samples  used  in  this 
research to study  in vivo Pt‐DNA adduct formation and repair  in cancer patients treated with 
Pt‐based drugs was performed using this mode.  
‘Synchro‐Scan’  is the third mode  in which   the accelerating voltage and electrical field of the 
ESA (E‐SCAN) are varied in the opposite (in mass terms) direction to the magnetic field, during 
the cycle time of the magnet, which results in freezing the mass being scanned and detected. 
61  Setting  the  electrical  field  to  its original  value  and  repeating  the  same process  results  in 
stopping  the  next  mass  for  detection  and  so  on.  This  approach  enables  for  rapid  jumps 
between the masses and therefore allows scanning only the masses of interest rather than the 
whole mass range. This process is illustrated in Figure 11 which shows a plot of magnetic field 
strength, accelerating voltage, mass and signal  intensity over time  for 4 masses  (m1‐m4). As 
the magnet  is  scanned  from  point  A  to  point  B,  the  accelerating  voltage  is  changed  (ESA 
voltage is also changed because the accelerating voltage changes the ion energy) causing rapid 
jumps from one mass to the next. 61 The mass range is covered much faster as a result of these 
electric jumps in comparison to scanning the magnet only. Once the magnet has been scanned 
to one point, an area of ±10‐30% of  the mass  is  scanned electrically either  to measure  the 
analyte peak or monitor other masses. 61 Data points taken over preset mass window can then 
be  integrated over a fixed period of time  in order to perform peak quantitation. 61 The peak 
jumping  procedure  has  the  advantage  of  saving  time  and  improving  the  speed  of  multi‐
element analysis in the magnetic sector instruments. . 
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Figure 11 Peak jumping in magnetic sector instrument 61 
It  is worth also to mention that although peak jumping saves significant time, the analysis by 
quadrupole  instruments  is still significantly faster due to several reasons. The scanning  in the 
quadrupole  analyser  is  done  electronically  much  faster  than  the  magnet.  The  estimated 
scanning  time  of  a  whole  mass  range  of  250  amu  using  the  quadrupole  is  100  ms  in 
comparison to 400‐500 ms using the magnet. 61 Another reason for the slower analysis time by 
the magnet is the time it requires to settle before performing another measurement which is 
typically 30‐50 ms in comparison to 1‐2 ms in the quadrupole. 61 Furthermore, when elements 
are  scanned  in  different  resolutions  by  the  magnetic  sector  instrument,  time  is  lost  in 
switching between different  resolutions. Therefore  the quadrupole  instrument  is considered 
more suitable for routine multi‐element analysis than magnetic sector instruments. 61 
After the ions pass into the detector region through the exit slit they are deflected by a plate 
into a convention dynode which releases electrons from its surface when it is hit by the ions. 
The  secondary  electrons  released  by  the  convention  dynode  are  then  attracted  into  a 
secondary electron multiplier  (SEM) which  is composed of 19 dynode  in the Element 2XR. 62 
When the electrons hit the first dynode secondary electrons are released into the next dynode 
which in turn releases more secondary electrons into the successive dynode forming a cascade 
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of electrons. Each dynode  increase  the number of electrons  in  the  cascade by more  than a 
factor of 2 until the electrons arrive to the output electrode where the signal is obtained. With 
each  electron  cascade  an  electrical pulse  is  generated which  is  then  counted with  a digital 
counter  electronics.  62  The  signals  are  then processed by  the  ion detection unit  in  the  ESA 
housing before being transferred to a computer built in the instrument. Intensities measured 
with the ion counting system are measured in counts per second (cps). The SEM detector used 
in the Element 2XR has two modes of detection depending on the detection count rate. The 
counting mode is used for low count rates of < ~5 million cps whereas the analog mode is used 
for  count  rate between  ~  50  k  cps  to  ~  5000 million  cps. When  the  SEM operates  in both 
modes  it has  a dynamic  range of 109 which  allows  for  the quantification of both  trace  and 
major  elements  in  one  analysis.  62  This  is  very  relevant  for  the  determination  of  Pt‐DNA 
adducts per DNA nucleotides particularly  in clinical DNA samples with  limited amounts since 
both  low  levels of Pt and high  levels of P  (~ 10% of DNA mass) can be measured  in a single 
analysis. The dynamic range of detection of the Element 2XR instrument is extended to 1012 by 
the addition of Faraday cup. 62 The Faraday cup, which is a hollow collector opened at one end 
and  closed  at  the  other,  collects  the  ion  beam  and  the  signals  are  detected  by  a  charge 
integration amplified  circuit  in which  the  charges  corresponding  to  the detected  signals are 
collected  in a capacitor.  62 This capacitor  is discharged under predefined conditions and  the 
number  of  discharges  is  then  processed  by  the  ion  detection  unit.  The  software  used  to 
control the  instrument choose the appropriate detection mode depending on the count rate 
and switches automatically between SEM (analog and counting mode) and Faraday cup in less 
than 1 ms. 62 
The major advantage of  the magnetic  sector  instruments  is  the  capability of achieving  very 
high  resolution analyses  compared  to  the quadrupole  instruments.   Resolution  is  calculated 
based on the equation ܴ ൌ ௠∆௠ where R is the resolution, m is the mass of interest, ∆݉ is the 
peak width of the mass at 5% peak height. 61 ∆݉ can be also designated as full width at half 
maximum  (FWHM). Most quadrupoles have upper  resolution of 400, which can  resolve  two 
peaks with 1 mass unit difference. On the other hand the HR‐ICP‐MS instruments, such as the 
Element 2XR used in this project, can achieve a resolution of 10 000 allowing for peaks with a 
fraction of a mass unit difference  to be  resolved.  61 The  improved  resolution  is  required  for 
resolving certain element isotopes such as 31P from polyatomic interferences. This is important 
from  bio‐analytical  point  of  view  since  it  allows  for  directly measuring  P which  comprises 
about  10%  of  DNA  and  is  also  present  in  other  bio‐molecules  such  as  phospholipids  and 
phosphopeptides.  The  Element  2XR  can  operate  at  three  resolutions:  low  (~300), medium 
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(~4000)  and  high  (~10  000).  62  A  resolution  of  1455  57  is  required  to  resolve  31P  from  its 
common  interference  15N16O,  thus  the medium  resolution was  employed  in  this  project  to 
measure 31P in the DNA. 61 
Another  advantage  of  the  magnetic  sector  instruments  is  the  excellent  sensitivity  in 
comparison to the quadrupole when operated at equal resolutions. As mentioned earlier the 
magnetic  sector  instruments  require  high  energy  (2‐8  kV)  ion  beam  for  effective  ion 
transmission  and  resolution,  however,  less  than  10  eV  ion  energy  is  required  for  the mass 
separation  in the quadrupole. The high energy  ion beam reduces the  interferences  from the 
space‐charge effects which lead to scattering of the ion beam, resulting therefore in increased 
sensitivity  of  magnetic  sector  instruments.  57  The  sensitivity  of  low  resolution  mode  in 
magnetic  sector  instrument  is  typically  100‐200 million  counts  per  second  per  ppm  and  a 
background of 0.1‐0.2 cps resulting from extremely low dark current noise. In comparison, the 
sensitivity of a quadrupole  instrument  is  typically 10‐50 million  counts per  second per ppm 
and background of ~10 cps. As a result the magnetic sector is generally an order of magnitude 
more  sensitive  than  a  quadrupole  instrument when measuring  high‐mass  elements  at  low 
resolution.  61  For  Pt,  detection  limits  using  HR‐ICP‐MS,  such  as  Element  2XR  used  in  this 
project, can be 100 times lower than that of quadrupole ICP‐MS. 55, 63 
In addition to the excellent detections limits, the capability to produce measurement with very 
high  precision  is  another  advantage  for  quantifications  carried  out  by  magnetic  sector 
instrument. The precision is particularly very high in low resolution since the flat‐topped peak 
typically obtained  in this resolution has equal signal  intensities across the flat top. Therefore, 
relative  standard  deviation  (RSD)  values  of  0.01–0.05%  are  common  in  the  low  resolution 
mode.61  Although,  the  precision  decreases  in  medium  and  high  resolution,  due  to  the 
triangular  peak  shape  obtained  in  these  resolutions,    precision  values  of  0.1%  RSD  are 
achieved  in modern magnetic  sector  instruments with high‐speed electronics and  low mass 
bias. 61 
There  are  several  limitations  for  the HR‐ICP‐MS.  In  addition  to  the  longer  scanning  time  in 
comparison to quadrupole  instruments as discussed earlier, the HR‐ICP‐MS  is 2‐3 times more 
expensive and is relatively more difficult to maintain. This makes quadrupoles more popular in 
routine  and  high  throughput  analysis.  Due  to  the  higher  resolution  of  the  HR‐ICP‐MS, 
sensitivity  of  the  analysis  is  reduced  when  the  instrument  operates  in medium  and  high 
resolution mode. This is because the slit width of the entrance and exit slits used to adjust the 
resolution is narrowed in higher resolution and therefore reducing the intensity of the signal. 
For example the signal transmission  is only 53% for 31P when a resolution of 1460  is used to 
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resolve its signal from its common polyatomic interference 15N16O. 61 The transmission is even 
lower when operating  in  the medium  resolution mode  in  the Element 2XR which  is  typically 
4000. However, due to the relatively high P concentration in the DNA,  sample volumes of few 
hundreds µl containing as  little as 10 µg DNA would yield P concentrations  in the ppm range 
which is well within the detection capability of the HR‐ICP‐MS. 
1.3.2 Application of ICP­MS to oncology research of Pt­based drugs  
The wide  spread  of  Pt‐based  chemotherapy  in  the  treatment  of many  types  of  cancer  has 
resulted  in  increasing demand for sensitive and accurate methods for determination of Pt  in 
clinical applications. The determination of Pt in patient samples is important to understand the 
clinical  pharmacokinetics  and  pharmacodynamics  of  Pt‐based  drugs.  For  example,  Pt‐DNA 
adduct formation and Pt sub‐cellular partitioning may provide valuable information, as will be 
discussed in Chapter 2 and 3, regarding the efficacy and toxicity of Pt‐based drugs in addition 
to drug resistance. Therefore, quantifying Pt  in clinical samples can offer tools for correlating 
the  clinical  response  to  the pharmacodynamics and pharmacokinetics of  the drug, and  thus 
may be used to predict the outcome of the treatment in individual patients. 
The determination of Pt levels in patient samples, however, is a challenge. The concentration 
of Pt in clinical samples could reach very low levels (sub ppb) and those samples usually come 
in very  small amounts. Furthermore,  the availability of  clinical  samples  in different  complex 
matrices and the lack of suitable standard reference materials present more challenges for the 
reliable quantification of Pt species. 
Numerous  techniques have been used  for  the determination of  total Pt  concentrations and 
the  speciation  of  various  Pt  species  in  different  biological  samples.  These  techniques  have 
been  reviewed  by  Yang  et.  al.  55  The  determination  of  total  Pt  concentrations  in  biological 
samples has been performed  traditionally by atomic absorption  spectrometry  (AAS).  38,  64,  65 
Although AAS has been employed  for  the determination of Pt  levels  in patient  samples,66‐68 
relatively  large  volume  samples were  required  due  to  the  low  sensitivity  of  the  technique. 
Therefore AAS is considered not suitable for routine clinical applications due to the limitation 
in the amount of sample that can be obtained from patients. The same applies to inductively 
coupled  plasma  atomic  emission  spectrometry  (ICP‐AES)  although  it  has  the  advantage  of 
being  less  susceptible  to  organic  matrix  effects.  55    The  determination  of  total  Pt 
concentrations  in  biological  samples  has  been  also  carried  out  by  radioactive  neutron 
activation  analysis  (NAA).  69,  70  The  technique  can  have  detection  limits  in  the  ppt  level, 
however,  limitations  including  spectral  interference,  laborious  sample  treatment  and  safety 
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concerns  also  limit  its  routine  use  in  clinical  applications.  55    One  of  the  very  sensitive 
techniques  for  the determination of Pt  is adsorptive voltammetry  (AV) which has been used 
for  the determination of Pt  in human blood, urine and  tissues.55 The  limitation of AV  is  the 
susceptibility to organic matrix interference which can occur easily at electrodes and therefore 
AV  requires  a  complete  decomposition  of  the  sample.  55  X‐ray  spectrometry  71  and    X‐ray 
fluorescence  72  are  other  less  commonly  used  techniques  for  the  determination  total  Pt 
concentrations.  
ICP‐MS  is  the most powerful  technique  for  the determination of Pt  trace  levels  in biological 
samples, 55 and  it offers unique benefits that are very relevant for bio‐analytical applications 
particularly in clinical environment. In addition to the excellent sensitivity required to measure 
the  ultra  low  clinically  relevant  Pt  concentrations,  ICP‐MS  offers  fast,  robust  and  high 
throughput  analysis which makes  it  ideal  screening  tool  for  clinical  applications with  large 
number  of  samples.    It  also  has  the  advantage  of multi  elemental  detection  allowing  for 
measuring other elements of biological  interest such as P and S simultaneously with Pt. Such 
capability allows the ICP‐MS to quantify Pt and bio molecules such as DNA or proteins, and to 
provide, when  combined with  sample  fractionation  or  online  chromatographic  separations, 
valuable  Pt  speciation  information.  These  capabilities  are  boosted  by  the  very wide  linear 
range  of  detection  allowing  to  measure  concentrations  from  the  ppq  to  the  ppm  range. 
Moreover,  because  the  response  of  the  ICP‐MS  is  independent  on  the  chemical  structure 
incorporating  Pt or other  elements of  interest, quantification  is made  very  simple by using 
simple  elemental  solution  standards  for  calibration.  ICP‐MS  can  therefore  provide 
quantification for several Pt containing species/adducts without the need to prepare separate 
calibration standards  for each species. For these reasons  ICP‐MS has been employed  for  the 
determination of Pt  in various  types of clinical samples.  It has been used  for Pt detection  in 
human whole blood, 73 plasma, 73, 74  plasma ultra‐filtrate, 73 saliva, 75 urine, 76 hair 77 and other 
tissues. 78 It has been also employed for determination of Pt in cell lines, 79, 80 cell fractions 80, 81 
and DNA. 78, 80, 82   
The  ICP‐MS  analysis  has  several  limitations.  The major  limitation  is  that  it  is  an  elemental 
analytical technique and therefore cannot be used to elucidate the exact molecular structure 
or determine molecular weight of compounds which are provided by molecular MS. Another 
limitation  of  ICP‐MS  is  potential  spectral  interferences.  Spectral  interferences  can  originate 
from other elements (isobaric interference) or polyatomic groups with similar m/z ratio as the 
analyte  isotope.   The only  isobaric elemental  interference affecting Pt analysis  is  202Hg. This 
interference can be easily avoided by simply choosing to scan 194Pt and 195Pt since 202Hg is only 
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affecting  196Pt  isotope.  Although  high  mass  elements  such  as  Pt  are  less  susceptible  to 
polyatomic  interferences  compared  to  low mass elements, Pt analysis may be  subject  to Hf 
oxide  interference. However, Hf background  concentrations  in biological  samples  are  lower 
than  that  of  Pt  and  therefore  Hf  oxide  will  not  interfere  with  Pt  analysis.  5,  83  Matrix 
components  can also  interfere with  ICP‐MS analysis. The presence of high amount of  solids 
can lead to deposition of these solids on the cone and therefore altering the ion transmission. 
Matrix components can also affect  the viscosity of  the  sample and droplet  formation  in  the 
nebuliser which may affect sample transport efficiency and thus signal  intensity.  In addition, 
sample matrix can affect the loading of the plasma and consequently altering signal intensity.  
Matrix  effects  can  be  overcome  by  employing  effective  sample  pre‐treatment  and/or 
employing a  suitable  internal  standard.  5,  55 Although  internal  standards  similar  in mass and 
ionisation potential to the analyte are generally considered good  internal standards, 84  it was 
suggested in a recent study 85 that no single physical or chemical parameter can reliably allow 
a priori selection of a suitable internal standard for any given analyte. Therefore it is important 
to  evaluate  experimentally  the  performance  of  any  internal  standard  in  correcting matrix 
effects in various matrix concentrations before employing it for routine analysis.  
1.4 Linear ion trap mass spectrometry 
Since all structural  information  is  lost  in the plasma of the ICP‐MS, structural elucidation and 
molecular weight determination for compound identification are not possible by ICP‐MS. Such 
benefits  are provided by molecular MS  techniques  such  as  electrospray  ionisation MS  (ESI‐
MS).  As  a  result  the multi‐elemental  specificity  and  quantification  of  the  ICP‐MS  is  often 
combined  in bio‐analytical applications with the structural characterisation capabilities of the 
molecular MS when  identification,  characterisation  and  quantification  of  new  biomolecules 
are required. 86 This approach can be very useful for carrying out simultaneous qualitative and 
quantitative  analysis  for  investigating  the  various  in  vivo  and  in  vitro  Pt  adducts with  bio 
molecules such as DNA and proteins, particularly  in samples of  limited amounts.  In addition, 
using this approach  in combination with chromatographic separation, such as HPLC, another 
dimension  for  improving  the  selectivity  is  added  offering  the  chance  to  study,  in  a  single 
analysis,  numerous  types  of  adducts  and  bio  molecules  even  in  very  complex  biological 
matrices.  
There are several types of molecular mass spectrometers which are suitable for the analysis of 
wide range of compounds including biomolecules. These include single quadrupole MS, triple 
quadrupole MS, time of flight MS and ion trap MS which can be 2D, also called linear ion trap, 
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or  3D  type.  Linear  ion  trap  (LIT)  is  a  very  versatile  and  sensitive  instrument  that  has  the 
capability to perform multiple stages of mass selectivity (tandem MS) such as MS/MS and MSn 
in  addition  to molecular  weight  determination.  It  has  also  a  high mass  range  and  a  high 
resolution.  As  a  result,  it  has  been  widely  used  for  the  analysis  of  biomolecules  such  as 
proteins and DNA, particularly in combination with ESI. 87 Due to the relevance to this project, 
LIT instrumentations and mode of operation will be discussed in the following sections. Other 
types of molecular MS are described elsewhere. 58  
1.4.1 Instrumentation 
As with other MS  instruments, a  LIT  instrument  contains an  ionisation  source,  ion optics, a 
mass analyser and a detector. Figure 12 shows a schematic diagram of a typical LIT.  
 
Figure 12 Schematic diagram of the components of a typical linear ion trap and their relative postions 88. 
1.4.1.1 Ionisation 
Several ionisation techniques are used in molecular mass spectrometry including atmospheric 
pressure chemical ionisation (APCI), atmospheric pressure photo ionisation (APPI) and ESI. The 
choice of  the  ionisation  technique depends on  the nature of  the sample. For example ESI  is 
suitable for wide range of molecular weights of polar compounds whereas APCI and APPI are 
more suitable for small  less polar compounds. 88 Due to  its relevant to this research project, 
only the mode of operation of ESI will be discussed here.  
Unlike  ICP  in which all molecular and  structural  information are  lost, ESI  is a  soft  ionisation 
technique which produces no or  little  fragmentation of molecules. As a  result, ESI  is widely 
used for analysing  large and thermally fragile biomolecules such as proteins and DNA. 88 The 
ionisation  of  the  ESI  is  extremely  gentle  that  it  can  be  used  for  analysis  of  non‐covalently 
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bound  complexes  such  as  ligand‐protein  complexes.  89  In  addition,  the  ability  to  form  a 
distribution of multiply  charged  ions enables  the  analysis of molecular weights with a wide 
range that is greater than 100,000 u using MS analysers with limited range. 88  
For  the  sample  to  be  analysed  by  ESI‐MS  it  only  requires  to  be  dissoluted  into  a  suitable 
mixture  of water  and  volatile  organic  solvent.  Formic  or  acetic  acids  can  be  added  to  the 
sample to aid positive ionisation whereas ammonia can be used to aid negative ionisation. In 
the  LTQ,  the  sample  is  introduced  through a needle  that  is placed at high electric potential 
(Figure  13).  The  electric  potential  which  can  be  positive  or  negative,  depending  on  the 
ionisation mode that is suitable for the analyte, causes the sample to form a cone at the end of 
the  needle  (Figure  13).  This  cone, which  is  called  Taylor  cone,  is  enriched with  positive  or 
negative ions according to the potential polarity of the needle (Figure 13). 89 Sample droplets 
are  ejected  from  Taylor  cone  under  the  effect  of  high  electric  potential.  The  electrically 
charged droplets evaporate and shrink  in size under  the effect of a warm  flow nitrogen gas 
resulting in increased charge density. As a result of increased electrostatic repulsion between 
charges,  the droplets divide  into  smaller droplets  and  this process  is  repeated until  sample 
ions are eventually ejected into the gas phase. Formed ions pass through the ion sweep cone 
into the ion transfer capillary that carries ions to the MS detector. 89 
 
The range of flow rates that can be used with ESI can range from  less than 10 µl min‐1, such as 
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the case when the sample solution  is  introduced directly using    infusion pump, up to 1‐2 ml 
min‐1 such as when coupled to HPLC. 88 However, when very low flow rates are required due to 
limited amount of sample such as in some biological and clinical applications, a special version 
of ESI called Nanospray Ionisation (NSI) can be used. The flow rate of the NSI can be 20‐ 200 nL 
min‐1  and  therefore MS  experiments  can  be  performed  using  a  sample  volume  of  1  µl  for 
periods of time greater than 30 minutes. 88 In addition to the lower sample consumption, NSI 
offers  the advantages of very high sensitivity and higher  tolerance  to salts  in comparison  to 
conventional ESI. 89 
1.4.1.2 Ion source interface 
As with  ICP‐MS,  an  interface  is  required  to  allow  the  transition  of  the  ions  formed  at  the 
atmospheric pressure by  the  ion  source  (ESI)  to  the high  vacuum  regions of  the MS.      The 
interface  region which contains  the  ion  transfer capillary has a vacuum of 1 Torr.  88 The  ion 
transfer capillary is heated to help desolvating the ions produced by the ESI before they pass 
to  a  lens which  focuses  them  toward  the  skimmer.  The  skimmer  is  the  gate  between  the 
higher pressure region of the  ion source  interface (1 Torr) and the  lower pressure region (50 
mTorr). 88  
1.4.1.3 Ion optics 
The ion optics of the LTQ consists of Q00, Q0 and Q1 ion guides (Figure 12).  The Q00 and Q0 
ions guides are quadrupoles of square‐profile rods whereas the Q1 ion guide (Figure 12) is an 
octapole of round‐profile rods. The function of the ion guides is to focus the ions and transmit 
them to the mass analyser. Each of the  ion guides has a RF voltage applied to  it to guide the 
ions along  its axis, and a DC offset voltage to  increase the translational kinetic energy of the 
ions. At the end of the Q00 and Q0 ion guides there is a lens which focuses the ions and acts 
also as a  vacuum baffle between  the  vacuum  chambers  containing  the  ion  guides. Another 
lens,  called  the  gate  lens  located  just before  the Q1  ion  guide,  is used  to  start or  stop  the 
injection of the ions into the mass analyser. 88 
1.4.1.4 Ion trap analyser 
Ion trap analyser is a device that employs oscillating electric field to trap ions. 58 Ion traps can 
be  classified  as  2D  and  3D  ion  traps  since  ions  are  trapped  in  two  or  three  dimensions, 
respectively, by quadrupolar field. The LTO ion trap instrument employed in this project is a 2D 
type which is also called linear ion trap (LIT). 58 
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LIT  is  a quadrupole which  consists of  two pairs of hyperbolic  rods  arranged  in  the X  and  Y 
planes  creating  a  hollow  space  between  them  where  ions  can  be  trapped  (Figure  14).  A 
quadrupolar  field generated by applying an AC voltage  to  the  rods  is used  to keep  the  ions 
confined  in the radial dimension, whereas an electric  field  is used at the ends of the trap to 
keep the ions in the axial (Z) direction. The rods are divided  into 3 sections to allow different 
DC voltages to be applied along the trap. Applying symmetrical DC voltages at the  front and 
back sections of the trap repels the ions at the ends of the trap toward the centre along the z‐
axis. For positive  ions the voltages applied during  ion storage are ‐9, ‐14 and ‐12 Volts  in the 
front, middle and back sections, respectively, whereas during analysis the applied voltages are 
+20, ‐14 and +20 Volts, respectively. 88 For negative ions the voltages signs are reversed.  The 
trap contains two slits made within the two centre sections of the X rods to allow  ions to be 
ejected and detected. The two centre sections are called exit rods. 58, 88 
 
 
 
The basic operation of the LIT involves four stages; trapping, isolation, excitation and ejection 
(Figure 15). 90 
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Figure 14 Linear ion trap quadrupole assembly 
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Figure 15 the four main processes of the basic operation of the LIT mass analyser.  
Depending on the type of the scan, some order of these stages  is applied.  In all scan events, 
the first step is always trapping the ions where they are collected in the analyser. This can be 
followed by a series of processes before the ejection step in which ions of interest are scanned 
out in a controlled way and detected. 90 
In  the simple  form of  full mass scan, all  ions are collected  in  the  trap and  then ejected. The 
recorded spectrum thus shows the ion count of each of the masses entered the trap. 90 
In the Single Ion Monitoring (SIM) mode, the ions are collected in the same way as in the full 
mass scan, but  then only a certain  ion or window of  ions  is  isolated by altering  the voltages 
causing the rest of the ions to be eliminated. Thus in the ejection step, only the isolated ion is 
scanned out and detected. 90 
In the MS/MS mode,  ions are collected and  isolated as  in the SIM mode. However, following 
isolating  the  ion of  interest,  the  ions are excited by applying voltages which  cause  them  to 
collide with He gas  in the analyser and result  in  ion fragmentation. The  ion fragments, which 
are also called daughter or product ions, are then scanned out in the ejection step. In the case 
of MSn mode,  the  isolation  and  fragmentation  steps  are  repeated.    Thus  one mass  of  the 
product  ions  is  isolated  to become parent  ion  for  the next  fragmentation  stage  and  so on. 
Once the final fragmentation step is reached, all product ions formed in that step are ejected 
and scanned out. The MS/MS and MSn scans are thus useful for providing qualitative structural 
information  and  getting  a  fragmentation  fingerprint  of  the  analysed  compounds.  Single 
Reaction Monitoring  (SRM)  is  the same as MSn but after product  ions are  formed  in  the  last 
step only the ion of interest is ejected and scanned out after being isolated. 90 
The process of trapping the  ions  in the radial direction  is done by applying a radio frequency 
voltage to the rods (RF) called main RF voltage. The main RF voltage has a constant frequency 
(1.2 MHz) but a variable amplitude. 88 At the ion storage step, the main RF voltage is kept low 
EjectionExcitationIsolationTrapping
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so  that  all  ions  above  a minimum m/z  are  trapped.  This  voltage  is  called  storage  voltage. 
Ramping  the main RF  voltage  causes  the  ions with  increasing m/z  to become unstable  and 
eject in the radial direction which can then be detected. The voltage at which an ion is ejected 
is called resonance voltage. 88  
In  the  ion  isolation  step,  a  distribution  of  frequencies  between  5‐500  kHz  containing  the 
resonance  frequencies of all  ions except those to be  isolated  is applied to the exit rods. The 
applied  voltage  is  called  the  ion  isolation waveform  voltage.  88  This  voltage  in  combination 
with  the main  RF  voltage  results  in  ejection  of  all  ions  in  the  X  direction  except  ions  of  a 
particular m/z which  are  isolated. The  ion  isolation waveform  voltage  is  applied during  the 
SIM, SRM, MS/MS and MSn scan modes. 88 
In the ion excitation step, a voltage is applied to the exit rods to increase the kinetic energy of 
the ions in the radial direction but not to a degree to cause their ejection. This voltage is called 
resonance  excitation RF  voltage.  88  The  increased  kinetic  energy of  the  ions  results  in  their 
fragmentation through collisions with He gas in the analyser. The fragments are then scanned 
out. The ion excitation step is applied during SRM, MS/MS and MSn scan modes. 88 
During scanning out of the  ions, a voltage  is applied to the exit rods to facilitate  ion ejection 
which has the effect of improving mass resolution. This voltage is called resonance ejection RF 
voltage. 88 This voltage is of fixed frequency and increasing amplitude during main RF voltage 
ramping. An ion is in resonance with ejection RF voltage only when it is about to be ejected by 
the main RF voltage. The ion ejection is facilitated by resonance ejection RF voltage after the 
ion moves away from the centre of the analyser, as a result of the effect of main RF voltage 
ramping, to a region where the RF field  is strong. 88 Once  in resonance,  ions are ejected and 
detected resulting in mass spectrum with improved resolution. 
In addition to its function in dissociating ions into fragments by colliding with them, He gas act 
as a damping gas to reduce kinetic energy of the ions in the analyser cavity. The ions arriving 
to  the analyser region are slowed down by colliding with He atoms. These collisions are not 
strong enough  to cause  fragmentation but controls  the motion of  the  ions and  reduce  their 
kinetic energy. This allows to scan out the ions in small controlled groups and thus improving 
mass resolution. 90 
Because  ions with various m/z arrive at the detector separated  in time (ramping the main RF 
voltage causes ion ejection in order of increasing mass), reducing the scanning speed results in 
improvement in the resolution. In fact, extremely high resolutions were reported (> 106 at m/z 
>1000) at low scan rates. 91 However, it is common to set the instrument to operate at slightly 
55 
 
better  than  unit  resolution;  particularly when  high  scan  speeds  are  required  such  as when 
coupling the instrument to a chromatographic system like HPLC. 89  
It is worth mentioning that the tandem MS performed by LIT is a time‐based MS/MS since it is 
the result of a sequence of events  (trapping,  isolation, excitation and ejection) performed  in 
the  LIT  quadrupole.  The  other  type  of  tandem MS  is  space‐based  which  is  performed  by 
coupling of at  least two physically distinct analysers such as the case  in triple quadrupole MS 
or  quadrupole‐time‐of‐flight  (QqTOF).  Triple  quadrupole  instruments  are  very  popular  for 
carrying  out  quantifications  with  high  sensitivity  and  specificity  such  as  in  biological  and 
pharmacokinetics  studies.  When  operating  in  the  SIM  mode,  in  which  a  single  ion  is 
monitored,  triple  quadrupole  instrument  has  higher  sensitivity  compared  to  LIT  since  ion 
transmission,  i.e.  ratio of  the number of  ions  reaching  the detector and  the number of  ions 
entering  the mass analyser,  is 100%.  91 However,  triple quadrupole  instrument has a  limited 
resolution which is typically enough to resolve the difference of 1 m/z. In comparison, QqTOF 
instrument  offers  the  advantages  of  higher  resolution  (10,000  FWHM)  and  better  mass 
accuracy in addition to simultaneously registering all ions without scanning. 58 QqTOF and LIT 
can  provide  sensitive  full  scan  CID  spectra,  compared  to  triple  quadrupole,  offering  the 
advantage to perform post‐analysis data processing. 89 LIT, however, is not considered suitable 
for  carrying out quantitations  in  samples with  complex matrices  such as biological  samples. 
This is because the number of ions that can be trapped in the LIT is limited and therefore, the 
many different  ions stored at  the same  time cause  interference and significantly  reduce  the 
detected analyte signal. 89 
1.4.1.5 Detectors 
The detection in the LTQ is performed using two off‐axis high sensitivity ion detection systems. 
Each detection system consists of a conversion dynode and an electron multiplier. When ions 
are ejected through the exit rods of the LIT they hit the surface of the conversion dynode. A 
positive  potential  is  applied  to  the  conversion  dynode  surface  (+15  kV)  when  analysing 
negative  ions, and a negative potential (‐15 kV) when analysing positive  ions. When the  ions 
hit  the  surface  of  the  conversion  dynode,  secondary  particles  are  produced  which  are 
accelerated under a gradient voltage into the electron multiplier. 88 These electron multipliers 
work  in a similar way to  those described  in Section 1.3.1.4 to  finally produce a signal that  is 
recorded by the data system. 
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2 Determination of in vitro and in vivo Pt­DNA adducts in human 
cells by ICP­MS 
2.1 Introduction 
As discussed  in chapter 1, the anti‐cancer activity of Pt‐based drugs  is believed to be due to 
their  binding  with  DNA.  Determination  of  Pt‐DNA  adducts  is  therefore  important  in 
understanding the mechanism of action of Pt drugs both at the molecular and clinical levels. In 
addition, the ability to measure  in vitro and  in vivo Pt‐DNA adduct formation can be used to 
investigate  their  relationship with drug  toxicity  and  tumour  resistance which  are  the major 
factors for the failure of Pt‐based drug chemotherapy. 
The determination of the Pt‐DNA adducts at the molecular level is essential in investigating the 
role of these adducts in inducing cytotoxicity and addressing the mechanisms for drug uptake 
79, 92 and toxicity. 93, 94 It also offers insight into the different molecular mechanisms associated 
with  cell  resistance  to  Pt  drugs  such  as  decreased  Pt‐DNA  binding,  tolerance  for  Pt‐DNA 
adducts and  increased DNA  repair.  95‐97  In addition, a  thorough and better understanding of 
the  interaction  between  Pt‐based  drugs  and DNA  at  the molecular  level  provides  valuable 
clues  for  the rational design of new drug molecules  that are more efficient  in killing  tumour 
cells but with reduced cellular resistance and toxicity.24    
From  a  clinical  point  of  view,  the  determination  of  Pt‐DNA  adducts  in  samples  of  patients 
undergoing treatment with Pt‐based drugs is also of great interest. Several studies have found 
correlations between Pt‐DNA adduct formation  in clinical samples with patients’ response to 
Pt‐based drug chemotherapy  67,  98‐100.  In addition  to  the association with  treatment efficacy, 
the determination of in vivo Pt‐DNA adducts in patients has been associated with other clinical 
end points such as drug toxicity and tumour resistance, suggesting that in vivo Pt‐DNA adduct 
formation can be used to predict the clinical outcome of the treatment. 101‐103  Ex vivo Pt‐DNA 
formation in blood leukocytes was found to correlate with in vivo adduct formation suggesting 
that incubation of leukocytes isolated from patients with Pt drugs can be also used to predict 
the patients’ clinical response. 101 The extent of Pt‐DNA adduct formation is also important in 
studying  the  inter‐patient  differences  in  response  to  Pt  drugs  chemotherapy.  104  Studies 
showing  the  relationship  between  in  vivo  Pt‐DNA  adduct  formation  and  Pt‐based  drug 
pharmacokinetics suggested the potential of using the adduct formation  in optimising the Pt 
drug dose and thus the clinical response of the treatment in individual patients. 98  
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The number of Pt‐DNA adducts formed  in human cells  is very  low  in vitro and  in vivo. This  is 
largely due to the fact that only a very small fraction, about 1%, 105, 106 of intracellular Pt drug, 
eventually  reaches  the DNA  forming Pt‐DNA  adducts.   Most of  the  intracellular Pt binds  to 
other  high  affinity  bio  molecules  such  as  sub  cellular  proteins  in  the  cytoplasm  and  cell 
membrane. Clinically, the amount of  in vivo Pt‐DNA adducts formed  in the cell  is significantly 
lower. Not only the majority of Pt that finds  its way  into the cell  is scavenged by subcellular 
biomolecules, but also a very large fraction of the administered Pt drug dose to patients binds 
irreversibly to blood proteins, such as human serum albumin, resulting in more than 90% 107‐110 
of the dose inactivated before even penetrating the cell. Peak plasma concentration of free Pt 
following  cisplatin  infusion was  reported  to be  in  the  range of only about 11.6‐13.6 µM  110 
whereas free intact drug maximum plasma concentration was reported to be 3.6 µM 111, 112 for 
oxaliplatin.  
Welters et.al. 113 measured clinical levels of in vivo cisplatin AG and GG adducts in leukocytes 
of cancer patients and reported a range of both AG and GG adducts (which typically comprises 
90‐95%  of  total  adducts)  of  ~  2‐3  Pt  adducts  per  106  nucleotides. Oxaliplatin‐DNA  adducts 
were reported  in the range of 1‐7 Pt adducts per 106 DNA nucleotides.114, 115   These very  low 
levels of adduct  formation  in conjunction with  the  limited amount of sample obtained  from 
patients requires very sensitive analytical techniques suitable for clinical applications. 
Several analytical techniques have been used for the quantification of the Pt‐DNA adducts  in 
human cells in vitro and in vivo. The most commonly used techniques for the determination of 
total Pt‐DNA adducts are: AAS 68, 116 , immunoassay , 117, 118 adsorptive voltammetery (AV), 115, 
119 Comet assay 120, 121 and ICP‐MS. 5, 78, 80‐82, 102 AAS has been successfully used to determine in 
vitro  Pt‐DNA  in  cancer  cells  122,  123  and  in  vivo  in  leukocytes  of  cancer  patients  undergoing 
treatment  with  Pt‐based  drugs.  67  However,  due  to  the  low  sensitivity  of  the  technique 
relatively  large DNA samples (in milligrams) are usually required which  is not always feasible 
particularly  in  clinical  applications.  In  contrast,  immunoassays,  including  ELISA,  are  very 
sensitive assays and have been used in several studies to determine Pt‐DNA adducts in clinical 
samples.  68,  104,  116  However,  due  to  the  high  specificity  of  the  antibodies,  several  specific 
antisera (one for each type of Pt‐DNA adduct and Pt drug) are required and therefore they are 
considered  very  laborious.  Furthermore,  the  cross‐reactivity  of  the  antibodies  and  non‐
linearity of their analytical response are other drawbacks which limit the use of immunoassays 
as robust clinical assays. 124 Although, AV  is a very sensitive technique and has been used to 
determine  clinically  relevant  levels of Pt‐DNA  in patients,  115,  119  it  is not  robust and  suffers 
from signal suppression due to adsorption of interfering substances. Comet assay on the other 
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hand  is widely  used  in  clinical  applications  due  to  its  simplicity,  sensitivity  and  speed.  The 
Comet assay requires a few thousand cells only and therefore very small samples are required 
from the patient. However,  it has a major drawback since  it  is considered a qualitative assay 
and does not provide a measure of the number of Pt‐DNA adducts  in samples. Post‐labelling 
Assay  (PLA)  is  another  technique  that  has  been  used  in  clinical  applications  for  the 
determination of Pt‐DNA adducts which offers the advantage of very sensitive quantification 
in  patient  samples.  PLA  has  been  reported  to  have  a  LLOQ  of  0.16  Pt  adducts  per  106 
nucleotides using 10 µg DNA. 113 However, the PLA  is very  laborious and employs radioactive 
reagents. Moreover, it only quantifies the AG and GG intrastrand adducts and therefore does 
not  provide  a measure  of  the  total  number  of  Pt‐DNA  adducts.  The  digestion  procedure 
employed in this technique is presented in Section 3.1.  
2.1.1 ICP­MS studies for determination of Pt­DNA adducts. 
ICP‐MS is considered an ideal tool for the determination of DNA associated Pt (total Pt that is 
extracted with DNA of which the majority is expected that to be that directly adducted to the 
nucleobases), particularly in clinical applications. The exquisite sensitivity for Pt determination 
in  addition  to  speed  and  robustness  are  unique  advantages  of  ICP‐MS  that makes  it  very 
relevant  for  the  routine  determination  of  ultra  trace  levels  of  DNA  associated  Pt  in  large 
numbers of limited‐amount patient samples. HR‐ICP‐MS offers at least an order of magnitude 
more  sensitivity  compared  to  the  conventional quadrupole  instruments, and  it  can have an 
extended linear range detection through triple mode detection as in the Element 2XR used in 
this project. In addition to the previous advantage, the higher resolution capability of HR‐ICP‐
MS allows it to resolve interferences. For these reasons HR‐ICP‐MS is extremely well suited to 
DNA  analysis  by  offering  the  benefit  of  detection  of  high  levels  of  P  associated with  DNA 
backbone and trace levels of Pt drug adducts. 
It  is  important to note that since all structural  information  is  lost  in the plasma, ICP‐MS does 
not  offer  the  capability  to  differentiate  between  the  different  types  of  Pt‐DNA  adducts  or 
between,  for  example,  electrostatically  DNA  bound  Pt  and  Pt‐DNA  adducts. Moreover,  Pt 
background  introduced during sample preparation might also  result  in  increased Pt  levels  in 
the analysed samples. One way to overcome this limitation is to couple a separation technique 
such as HPLC to  ICP‐MS to differentiate and quantify the different Pt species present  in DNA 
samples. In fact this can be used, as it will be seen later in Chapter 3, to carry out mass balance 
experiments,  by  comparing  the  Pt‐DNA  adduct  yield  obtained  by  LC‐ICP‐MS  with  total  Pt 
content measured  in  DNA  samples  by  ICP‐MS,  to  validate  the  results  of  both  assays  and 
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evaluate  the  use  of  total  Pt  amounts  determined  in DNA  extracts  as  a measure  of  Pt‐DNA 
adduct formation and repair. Very high correlations (R‐values of 1.0 and 0.99) were reported 
between  AAS  results  of  Pt  levels  associated with  DNA  extracted  from  cells  that  had  been 
incubated  with  various  concentrations  of  cisplatin,  and  GG  and  AG  Pt‐DNA  adducts  as 
determined by HPLC‐based post‐labelling assay (PLA). 113 Such significant correlations strongly 
indicate  the  high  reliability  of  using  the  total  Pt  amounts  in  DNA  extracts  determined  by 
analytical atomic MS techniques, such as AAS and ICP‐MS, to study Pt‐DNA adduct formation 
and  repair  in  cells and  to evaluate  their  relevance  to  clinical  situation.  In  fact many  clinical 
studies investigating correlations between total Pt levels measured in DNA extracts of patients 
following Pt‐based chemotherapy and clinical response reported positive results. 67, 98, 125 Since 
Pt  introduced  from  lab environment or digestion  reagents  could affect Pt  concentrations  in 
such studies, it is important to analyse blank samples that are prepared and digested alongside 
other  samples  in order  to provide a measure of Pt background and estimate  if  there  is any 
source of potential contamination.  In  this work, the term Pt‐adducts will be used to refer to 
the total Pt that is determined by ICP‐MS in the DNA samples following digestion of which the 
majority is expected to be from Pt‐DNA adducts.  
Since the publishing of the first ICP‐MS assay for the analysis of Pt anticancer drugs in 1990 126 
there has been an increased interest in the ICP‐MS determination of Pt‐adducts. Bonetti et al 
82  used  ICP‐MS  to  study  in  vivo  Pt‐DNA  adduct  formation  in  patient  blood  leukocytes  to 
correlate adduct formation with clinical response and toxicity of cisplatin and carboplatin. The 
limit of detection (DL) was 0.9 fmol Pt/ µg DNA which is equivalent to 0.28 Pt adduct per 106 
nucleotides, however, the DNA amount used to calculate this DL was not stated.  Yamada et al 
127  reported an efficient 1‐ml wet digestion  sample preparation with HNO3/H2O2  for  ICP‐MS 
determination of total Pt amounts  in DNA extracts  isolated  from human cells. The detection 
limit was 2 pg Pt/ µg DNA (0.01 ng/ml Pt) when 10 µg DNA was used which corresponds to ~ 
3.17 Pt adduct per 106 nucleotide.  The study was carried out to investigate the involvement of 
mismatch repair (MMR) proteins in the removal of Pt‐DNA adducts from cells treated with Pt 
compounds.  Bjorn  et  al  81  have  developed  and  validated  an  ICP‐MS method  using  a  flow 
injection system  for  the determination of Pt  in sub‐cellular samples  including DNA. The  flow 
injection method was used for the determination of Pt concentration  in extracted DNA from 
T289 human melanoma cells after in vitro treatment with different concentrations of cisplatin. 
The system which employed a 4.6 µl  injection volume produced a detection  limit of 0.12 pg 
elemental Pt (26 pg/g), but also the DNA amount used for estimating the DL was not stated. 
Flow  injection  analysis  has  the  drawback  of  deteriorating  the  DL  compared  to  continuous 
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infusion as the result of the transit signal.   In addition, due to the generated transient signal, 
flow  injection analysis  is not  ideal for multielemental analysis, which  is a major advantage of 
ICP‐MS, therefore a compromise has to be made between the signal/noise ratio i.e. detection 
limit and the number of elements/isotopes scanned. Brouwers et al 78 reported a sensitive ICP‐
quadrupole‐MS assay  for  the determination of  total Pt amounts  in DNA extracts. The  lower 
limit of quantification (LLOQ) of the method was 7.5 fg Pt / µg DNA using 100 µg DNA which 
corresponds to 1 Pt adduct per 8.4x107 nucleotides. The assay was applied to quantification of 
DNA  associated  Pt  in  leukocytes  and  gastric  tissues  obtained  from  3  patients  treated with 
cisplatin and  it was  found  that adducts  in normal and  tumour  tissues were 4‐7  times higher 
than those  in  leukocytes. A major drawback of the assay was the  long sample digestion time 
which was 24 h. Such  long  sample  treatment  limits  the application of  the assay  in a clinical 
environment where  screening  large number of patient  samples  in  a  short  time  is essential. 
Nowell  et  al  128  developed  a  sensitive  assay  using  a multi‐collector  sector  field  ICP‐MS  for 
determination of Pt in DNA obtained from patient samples. The assay which also required a 24 
h sample digestion had a limit of detection and lower limit of quantification of 0.06 and 0.195 
ppt Pt respectively. The size of DNA sample used, however, was not specified.  The assay was 
employed  in two clinical studies 102, 129 for the determination of DNA associated Pt  in patient 
leukocytes following carboplatin chemotherapy.  
At  Loughborough  University,  research  studies  were  carried  out  within  the  Metallomics 
Research Group  (Centre  for Analytical Science)  to develop  fast,  sensitive and  robust  ICP‐MS 
based assays suitable  for  the  routine determination of  in vivo Pt‐DNA adduct  formation and 
repair  in cancer patients treated with Pt‐based drugs. The ultimate aim of this ongoing work, 
which  is  in  collaboration  with  Leicester  University,  was  to  develop  a  simple  and  high 
throughput  blood  test  that  can  be  used  in  the  clinic  prior  and  during  the  Pt‐based  drug 
treatment  to  predict  the  outcome  of  the  chemotherapy  and  personalise  treatment  for 
individual patients.  
Dr Peter Winship was the first researcher at Loughborough University to work on this area of 
research.  130  Studies  conducted  with  the  PQ  ExCell  quadrupole  ICP‐MS  instrument,  were 
successful in detecting DNA associated Pt of cisplatin and oxaliplatin in whole calf thymus DNA 
(ctDNA)  samples  that were  treated with drug doses  ranging  from 1 Pt per 100 nucleotides 
(1:100) to 1 Pt per 500 000 nucleotides (1:500K). The analysis, however, was carried out using 
a  relatively  large  sample  size  (1000  µg  of  ctDNA)  in  comparison  to  the  samples  usually 
obtained from in vitro cell culture experiments and clinical samples from patients. 
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The work  carried  out  by Winship was  continued  by  Dr  Samantha  Kerr who  advanced  the 
research with  the  aid  of  a  high  resolution  ICP‐MS  (HR‐ICP‐MS)  instrument  and  a  different 
approach to sample preparation. 131 The high sensitivity and low background levels associated 
with the HR‐ICP‐MS, allowed detection of lower levels of Pt. 131 Studies carried out on the HR‐
ICP‐MS were successful in detecting Pt in whole ctDNA samples treated with drug doses as low 
as  1:500K  nucleobases. However,  severe matrix  effects  associated with  the  analysis  of  the 
whole DNA samples  in addition to carbon deposition on or around the orifice of the sampler 
cone were noticed and  resulted  in a  suppression and drift of  the Pt  signal.  In addition,  the 
viscosity of the whole DNA solutions compromised sample uptake and nebulisation efficiency 
even  though a peristaltic pump was used. These problems were overcome by employing an 
efficient digestion step for the DNA samples in a mixture of nitric acid and hydrogen peroxide. 
Using  the  digestion  procedure,  which  was  originally  employed  by  Yamada  et.  al.  127  and 
modified by Kerr, 131 it was possible to detect Pt‐adducts in ctDNA samples that were treated 
with drug doses  ranging  from  1:  100K  to  1:  1500K nucleotides.  Excellent  correlations were 
observed  between  the  Pt  drug  doses  and  the  determined  number  of  adducts  when 
approximately  130  µg  of  ctDNA  was  used.  However,  relatively  inferior  correlations  were 
obtained using 12‐18 µg ctDNA. This was attributed  to  the error associated with  the  low Pt 
signal intensities resulting from the small quantities of DNA analysed and the low dose rates. 
The main aim of the research presented in this chapter was to advance the previous work by 
improving the performance of the analytical assay, and to apply the assay to quantify Pt levels 
in  in vivo DNA samples  isolated from blood samples of cancer patients treated with Pt drugs. 
Therefore, initial work focused on improving sensitivity and estimating method DL to evaluate 
the potential of the assay to quantify ultra trace levels of the Pt‐adducts in limited amounts of 
DNA  samples. The  research  aimed  also  at  improving  and evaluating  the  reproducibility  and 
robustness  of  the  assay  in  order  to  allow  for  the  reliable  routine  quantification  of  the  Pt‐
adducts  in real clinical samples. The efficient digestion procedure was therefore evaluated to 
ensure high Pt recovery and reproducibility. The effect of digested DNA matrix on Pt signal was 
also  investigated.  Consequently,  studies were  carried  out  to  select  and  validate  a  suitable 
internal standard to improve precision and accuracy of Pt quantification in DNA. A key finding 
of  this  research was  the  high  reproducibility  and  reliability  of  employing  Pt  and  P  data  for 
quantifying Pt‐adducts in various DNA amounts. This approach was investigated and compared 
to  the  conventional  approach  of  estimating  Pt‐DNA  adducts  based  on  Pt  data  and  DNA 
concentration data obtained by UV.   
62 
 
The previous ICP‐MS studies carried out by Winship and Kerr were done exclusively with naked 
ctDNA which typically yields much higher  levels of Pt‐DNA adducts compared to cellular DNA 
using  same  Pt  drug  concentrations. As mentioned  in  the  introduction  of  this  chapter,  only 
about 1% of the intra‐cellular Pt from the Pt drug that penetrates the cell forms adducts with 
the  cellular DNA  5,  105,  106.   A major part of  the Pt‐DNA  adduct quantification  studies  in  this 
research  was,  therefore,  conducted  using  DNA  obtained  from  Pt  drug‐treated  human  cell 
cultures  and  from  samples  from  patients  undergoing  Pt‐based  drug  chemotherapy.    These 
studies  not  only  allowed  evaluation  of  the  analytical  performance  of  the  ICP‐MS  assay  in 
quantifying in vitro and in vivo Pt levels in DNA extracts, but to investigate the role of adduct 
formation  and  repair  in  the  effectiveness,  resistance  and  toxicity of  Pt‐based drugs    at  the 
cellular level and clinical levels.  
The research studies presented in this chapter were divided into two main categories. The first 
category  included method  development  and  validation  studies  which  were  carried  out  to 
optimise  the  performance  of  the  analytical  procedure  in  terms  of  sensitivity  and 
reproducibility.  The  second  category  presents  ICP‐MS  application  studies  for  the 
determination of in vitro Pt levels in DNA extracts from human cancer cells and in vivo levels in 
clinical  samples  obtained  from  patients  undergoing  treatment  with  Pt‐based  drug 
chemotherapy. 
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2.2 ICP­MS method development and validation studies 
The method development and validation studies presented in this section were carried out to 
ensure  that  the  method  is  fit  for  its  purpose,  to  reliably  quantify  clinically  relevant 
concentrations  of  Pt  in  DNA  samples  obtained  from  typical  blood  samples  of  patients 
undergoing Pt‐based drug chemotherapy.  
The method development studies focused on improving the detection limit of the analysis and 
identifying a suitable internal standard to improve the reproducibility of the quantification and 
to correct for DNA matrix effects. The use of Pt/P ratio in order to correct for the DNA matrix 
effects  was  also  investigated.  Validation  studies  were  then  carried  out  to  evaluate  the 
performance of the analytical assay in terms of sensitivity and Pt recovery of sample treatment 
in addition to precision and relative error of Pt quantification in DNA. 
2.2.1 Determination of detection limit (DL) and lower limit of quantification 
(LLOQ) 
As  stated  earlier,  one  of  the  most  important  features  to  characterise  in  an  assay  for 
determination of clinically relevant Pt levels in DNA samples is the detection limit. The ICP‐MS 
based  assay  studied  in  this  work  would  be  used  to  quantify  Pt‐adducts  in  DNA  samples 
extracted  from  leukocytes collected  from about 10‐15 ml patient blood  samples. Therefore, 
the  assay  should  be  sensitive  enough  to  detect  and  quantify  clinically  relevant  trace 
concentrations of Pt‐DNA adducts in a very limited mass of DNA (~10 g). Since detection limit 
(DL)  and  lower  limit  of  quantification  (LLOQ)  are  used  as  a measure  of  sensitivity,  it was 
decided to carry out a study to determine DL and LLOQ of the whole analytical assay. 
Different approaches are available  for determination of DL and LLOQ depending on what  is 
being defined. The most common approaches are presented below.   
2.2.1.1 Instrumental Detection limit 
The most common approach of calculating the DL and LLOQ incorporates the error associated 
with the blank sample only (Figure 16). The DL and LLOQ calculated by this approach, which is 
the approach that is used by instrument manufacturers, are limited mainly by the signal noise 
of the instrument. Therefore they are also called the instrumental DL and LLOQ. 132 
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2.2.1.2 Detection limit based on the standard error of the calibration graph. 
A more conservative approach for calculating DL and LLOQ incorporates the standard error of 
the  calibration  curve  constructed  from  the  calibration  standard  signals,  including  the  blank 
(Figure 17). This approach takes into account the error associated with other standard samples 
and not only  the blank,  therefore a higher DL and LLOQ  limit values are usually obtained by 
this approach. 
 
2.2.1.3 Method Detection Limit: 
Analytical procedures usually involve several sample treatment steps prior to sample analysis. 
The sample treatment steps such as sample dilution, heating, digestion and pre‐concentration 
add additional sources of error to the analytical procedure. This will result in an increase of the 
calculated detection limit since the detection limits are defined in terms of error. 133 Therefore 
a more practical and realistic way of estimating the detection limit is by obtaining sb from the 
blank  that underwent  the  same  sample  treatment and analytical procedure as all  the other 
assayed  samples.  The DL  and  LLOQ  calculated  by  this  approach will  be  called  the Method 
Detection Limit (MDL). 
Detection Limit (DL) = 3sy/x / m 
Lower Limit of Quantification (LLOQ) = 10sy/x / m 
Where:  sy/x = Standard Error of the Calibration Curve. 
  m= Slope of the Calibration Curve 
Detection Limit (DL) = 3sB / m 
Lower Limit of Quantification (LLOQ) = 10sB / m 
Where:  sB = Standard Deviation of the Blank Solution 
  m= Slope of the Calibration Curve 
Figure 16 Calculation of the instrumental detection limit and lower limit of quantification. 
Figure 17 Calculation of the detection limit and lower limit of quantification using the standard error of the
calibration graph. 
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2.2.1.4 Detection limits for regulatory purposes: 
Another approach that was used  in this thesis for calculating the LLOQ was by calculating  its 
value  as  the  concentration equivalent  to  five  times  the blank  signal. This was  considered  a 
simple and quick representation of the LLOQ that would be obtained using the American Food 
and Drug Administration (FDA) guidance notes 134 for the validation of bio‐analytical methods. 
According  to  these  regulations,  the  standard with  lowest  concentration  on  the  calibration 
curve  that has a response of at  least  five  times  that of  the blank signal, and a precision and 
accuracy of 20% and ±20%, respectively, can be considered the LLOQ. 134 However, in order to 
establish  the  ultimate  LLOQ  using  this  approach,  the  LLOQ was  calculated  in  this work  by 
multiplying  the blank  signal by 5 and  then  feeding back  the  figure  into  the equation of  the 
calibration. This way the ultimate LLOQ and sensitivity of the method can be determined even 
if the lowest concentration calibration standard was higher than what the method can actually 
quantify. Although this approach would not provide a completely validated LLOQ according to 
the FDA regulations,  it can be considered a quick and preliminary evaluation of  the LLOQ of 
the method that would be obtained in a FDA regulated environment.  
2.2.1.5 Improving  the  sensitivity  and  determination  of  DL  and  LLOQ  of  the 
ICP­MS assay using cisplatin spiked ctDNA. 
The  low Pt signals associated with the analysis of the ~12 µg ctDNA samples  in the research 
done by Kerr 131 resulted in inferior correlations between Pt drug doses, in the range of 1: 100K 
‐ 1: 1500K nucleotides, and Pt‐DNA adduct formation. The digested samples  in those studies 
were reconstituted in a final volume of 500 µl.  Therefore, in order to improve the sensitivity 
of the assay used in this research it was decided to reduce the reconstitution volume to 300 µl 
in order to pre‐concentrate the samples further and thus enhance the Pt signal intensities. 
All  the previous  studies  carried out by Winship and Kerr measured unknown  levels of Pt  in 
DNA  samples prepared by  challenging DNA with  various  known  concentrations of Pt drugs. 
However,  in  order  to  determine  definitive  DL  and  LLOQ  in  terms  of  Pt‐adducts  per  DNA 
nucleotides,  not  in  terms  of  Pt  drug  doses  used  to  treat  the  samples,  DNA  with  known 
numbers  of  Pt‐DNA  adducts  should  be  employed.  Due  to  the  lack  of  certified  reference 
materials for Pt‐DNA adducts, different concentrations of cisplatin standards were spiked in a 
ctDNA matrix  in  this study and used  to represent DNA samples of different ratios of Pt‐DNA 
adducts per nucleotides. Based on  the  fact  that  all  the  structural  information  is  lost  in  the 
plasma of the ICP‐MS, and because the response of the ICP‐MS depends only on the number 
of atoms present of each element in the sample, it can be suggested that this approach could 
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be a viable way to evaluate the sensitivity of the ICP‐MS method and optimise its performance 
for Pt‐DNA applications.  It  should be noted  that combination of  this approach with  isotopic 
dilution  (ID)  135‐138  can  provide  an  excellent  strategy  for  method  validation  due  to  the 
unmatched accuracy and precision of ID. However, the need for relatively large DNA samples 
(~1 mg) limits the application of ID in a clinical environment due to the very low DNA amounts 
that can obtained from patients. In addition, the very high cost of isotope standards present a 
major  challenge  for  the  routine  use  of  ID  in  clinical  application.  Therefore  the  use  of 
cisplatin/Pt  spiked  ctDNA  standards  was  considered  sufficient  for  performing  the method 
development and validation in this research.  
The  aim of  this  study was  to  improve  the  sensitivity of  the  ICP‐MS  assay  and  evaluate  the 
reliability of the analysis using a 300 µl sample volume. Another aim was to determine the DL 
and LLOQ of the assay using known amounts of cisplatin prepared in a DNA matrix. 
Experimental details 
Working solutions of ctDNA (Sigma‐Aldrich, Poole, UK) and cisplatin (Sigma‐Aldrich, Poole, UK) 
were  prepared  in  ultrapure water  (obtained  using Milli‐Q water  system, Milli‐pore, UK)  as 
shown in Table 2. 
Table 2 Concentrations and volumes used for preparing cisplatin and ctDNA working solutions 
Solution 
Number 
Type  Conc. 
(µM) 
Preparation Dilution 
Factor 
Cisplatin 
Solution (g) 
H2O (g)  Final cisplatin 
solution concn. 
(µM) 
Solution 1  ctDNA  7.48E3  2.3  mg  ctDNA  in 
1000 µl H2O 
‐ ‐ ‐ ‐ 
Solution 2  Cisplatin 3.33E3  Stock solution ‐ ‐ ‐ 3.33E3 
Solution 3  Cisplatin 3.33E1  100  µl  solution  2  + 
9900 µl H2O 
100 0.100 9.923  3.34E1 
Solution 4  Cisplatin 3.33E‐1 
 
100  µl  solution 3  + 
9900 µl H2O 
100 0.100 10.199  3.24E‐1 
Solution 5  Cisplatin 3.33E‐2  100  µl  solution 4  + 
900 µl H2O 
10 0.094 0.905  3.10E‐2 
Solution 6  Cisplatin 3.33E‐3  100  µl  solution 4  + 
9900 µl H2O 
100 0.100 9.925  3.00E‐3 
 
Final cisplatin spiked ctDNA solutions were prepared in the concentration range of ~ 0.1 ‐ 9.9 
cisplatin molecules  per  106  DNA  nucleotides,  as  can  be  seen  in  Table  3.  All  samples were 
prepared  in  a  final  ctDNA  concentration  of  1 mg/ml  (~  3.25E‐03 M)  following  addition  of 
appropriate volumes water and cisplatin as shown in Table 3. The equations used to calculate 
the cisplatin: nucleotide ratios which were detailed by Winship 130 are summarised below: 
 No. of nucleotides/ litre =  

 

  numbersAvogadro'
307.61
0.001)] mg/l ([DNA  
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 No.  of  Pt  atoms  exposed/litre  =  No.  of  nucleotides/  litre  x  No.  of  drug 
molecules/nucleotide. 
 No. of Pt‐nucleotide adducts per litre  


 


number sAvogadro' ×
195.078
0.001)×] mg/l ([Pt
=  
Where 307.61 is the average molecular weight of a nucleotide polymerised in a DNA molecule, 
and 195.078 is the accurate relative atomic mass of Pt. 
Table 3 Preparation details and final concentrations of the cisplatin spiked ctDNA samples 
Sample  Weight of 
ctDNA 
solution 
used (g) 
Number of 
moles of 
ctDNA 
used 
Concn.of 
Cisplatin 
working 
solution 
(µM) 
Working 
solution 
number 
Weight 
of 
cisplatin 
solution 
used (g) 
Number 
of moles 
of 
cisplatin 
Weight 
of H2O 
used (g) 
Final 
cisplatin 
concn.(M) 
Final 
ctDNA 
concn (M) 
Cisplatin 
molecules per 
106 
nucleotides  
CTRL  0.4376  3.27E‐06    0.0000 0 0.5573 0.00E+00  3.29E‐03   
1  0.4294  3.21E‐06  3.24E‐1  4 0.0981 3.18E‐11 0.4588 3.22E‐08  3.26E‐03  9.90
2  0.4240  3.17E‐06  3.10E‐2  5 0.1915 5.83E‐12 0.3622 5.97E‐09  3.24E‐03  1.84
3  0.4282  3.20E‐06  3.10E‐2  5 0.0970 2.96E‐12 0.4594 3.00E‐09  3.25E‐03  0.92
4  0.4300  3.22E‐06  3.10E‐2  5 0.0430 1.31E‐12 0.5102 1.33E‐09  3.27E‐03  0.41
5  0.4248  3.18E‐06  3.00E‐3  6 0.1956 6.31E‐13 0.3599 6.43E‐10  3.24E‐03  0.20
5  0.4250  3.18E‐06  3.00E‐3  6 0.1377 4.44E‐13 0.4177 4.53E‐10  3.24E‐03  0.14
7  0.4291  3.21E‐06  3.00E‐3  6 0.0933 3.01E‐13 0.4675 3.04E‐10  3.24E‐03  0.09
Sample digestion 
Samples were digested according to the digestion procedure that was originally employed by 
Yamada et al 127 and modified by Kerr 131. The digestion procedure was carried out by adding 
0.8 volume (32 µl) of 70% ultrapure nitric acid (Romil, Cambridge, UK) to 1 volume of cisplatin 
spiked ctDNA sample (40 µl equivalent to 40 µg DNA)  in 1.2 ml capped polypropylene tubes. 
The caps were pierced and the samples were heated at 70°C for 1 h followed by the addition 
of  0.8  volume  (32  µl)  of  30%  ultrapure  hydrogen  peroxide  (Sigma‐Aldrich,  Poole,  UK)  and 
heating at  the  same  temperature  for a  further 4 h. The  resulting digest was evaporated  to 
dryness under a gentle stream of high purity argon gas then reconstituted in 300 µl 2% HNO3 
solution prior to ICP‐MS analysis.  
Final concentrations of the cisplatin in the reconstituted samples and amounts of samples and 
reagents used in the digestion are detailed in Table 4. 
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Table 4 Theoretical concentrations of cisplatin in the analysed samples following digestion and reconstitution of 
the cisplatin spiked ctDNA samples. 
Sample 
No. 
Cisplatin 
molecules per 
106 
nucleotides 
Cisplatin 
concn (M) 
ctDNA 
concn (M) 
DNA 
(µl)  
70% 
HNO3 
(µl) 
30% 
H2O2 
(µl) 
DNA 
solution 
(g) 
DNA mass 
(mol) 
2%HNO3 
for 
reconstn (g)  
Theoretical 
cisplatin 
concn after 
reconstn. (M) 
CTRL    0.00E‐00  3.29E‐03 40 32 32 0.040 1.32E‐07  0.302  0.00E‐00
1  9.90  3.22E‐08  3.26E‐03 40 32 32 0.040 1.30E‐07  0.302  4.26E‐09
2  1.84  6.14E‐09  3.24E‐03 40 32 32 0.039 1.28E‐07  0.303  8.00E‐10
3  0.92  3.09E‐09  3.25E‐03 40 32 32 0.040 1.30E‐07  0.304  4.06E‐10
4  0.41  1.37E‐09  3.27E‐03 40 32 32 0.040 1.29E‐07  0.302  1.80E‐10
5  0.20  6.62E‐10  3.24E‐03 40 32 32 0.040 1.29E‐07  0.302  8.74E‐11
6  0.14  4.66E‐10  3.24E‐03 40 32 32 0.040 1.29E‐07  0.302  6.14E‐11
7  0.09  3.13E‐10  3.24E‐03 40 32 32 0.040 1.29E‐07  0.302  4.11E‐11
Blank1    Blank   0.00E00 0 32 32 0.0000 0.00E00  0.301   0.00E00
Blank2    Blank   0.00E00 0 32 32 0.0000 0.00E00  0.302  0.00E00
Blank3    Blank   0.00E00 0 32 32 0.0000 0.00E00  0.301  0.00E00
2.2.1.5.1.1 Instrument parameters 
The analysis was carried using a sector‐field ICP‐MS  instrument (ThermoFisher Element 2 XR, 
Bremen,  Germany).  The  instrument  was  fitted  with  a  cyclonic  spray  chamber  (Glass 
Expansions, Victoria, Australia) and a PFA nebuliser (PFA‐ST Elemental Scientific, Omaha, USA). 
Typical  operating  parameters  for  the  instrument  are  summarised  in  Table  5.  The  low 
resolution  peak  jump mode, with  19  passes  per  run  and  3  runs  per  sample was  used  to 
measure  195Pt.  Only  one  Pt  isotope was  used  due  to  the  limited  DNA  amounts  in  patient 
samples. The ICP‐MS method details are presented in Table 6. 
Table 5 Typical conditions for ICP‐MS. 
Parameter  Value
ICP Radio Frequency (RF) power  1250 W
Cool gas flow rate  15.5 L min‐1
Auxiliary gas flow rate  0.82 L min‐1
Nebuliser gas flow rate 1.13 L min‐1
Sample uptake rate  200 μL min‐1
Sample cone  Ni
Skimmer cone  Ni
Detection mode  Triple mode
Resolution  Low
 
Table 6 ICP‐MS method parameters used for quantifying Pt in the cisplatin spiked ctDNA samples. 
Isotope  Accurate 
Mass 
Mass 
Window 
Magnet 
Mass 
Settling 
Time (s) 
Sample 
Time (s) 
Samples 
Per Peak 
Segment 
Duration 
Scan Type  Detection 
Mode 
195Pt  194.9642  20  194.899‐
195.029 
0.045 0.0100 50 0.100 EScan  Triple
 
The digested samples were run on the ICP‐MS and the Pt signal intensities were recorded. The 
intensities were  then  plotted  against  Pt  concentration  and method  detection  limits  (MDL), 
section 2.2.1.3, were determined based on the standard error (illustrated in Figure 17) of the 
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plot. This approach was chosen so  that  the errors  from all samples were  taken  into account 
and to evaluate the sensitivity and reliability of the whole analytical procedure,  including the 
sample treatment.  
Results 
The  ICP‐MS  intensities of the cisplatin spiked ctDNA samples are shown  in Table 7. Figure 18 
shows  the  calibration  graph  between  the  drug  concentrations  (cisplatin  molecules  per 
nucleotide) and the Pt intensities. The excellent linearity of the calibration graph in Figure 18 
indicated  that  whole  analytical  procedure  including  the  different  stages  of  the  sample 
preparation, digestion and analysis was very consistent and reliable. It demonstrates also that 
the  300  µl  sample  volume  used  to  reconstitute  the  digested  samples  was  successful  in 
producing  consistent  Pt  signals  and  is  enough  sample  volume  to  carry  out  reliable  ICP‐MS 
analyses.  
Table 7 ICP‐MS results of the digested cisplatin spiked ctDNA samples 
Sample 
No. 
Cisplatin 
molecules per 
106 nucleotides 
Cisplatin per 
nucleotide 
Cisplatin concn
(M) 
Cisplatin concn
(ppb) 
Pt concn after 
reconstitution.  
(ppb) 
195Pt signal 
(cps) 
CTRL  ‐  ‐  0.00E‐00 0.0000 0.0000  5720
1  9.90  9.99E‐06  4.3E‐09 1.3E+00 8.3E‐01  602281
2  1.84  1.89E‐06  8.0E‐10 2.4E‐01 1.6E‐01  115188
3  0.92  9.50E‐07  4.1E‐10 1.2E‐01 7.9E‐02  59828
4  0.41  4.19E‐07  1.8E‐10 5.4E‐02 3.5E‐02  28146
5  0.20  2.04E‐07  8.7E‐11 2.6E‐02 1.7E‐02  16530
6  0.14  1.44E‐07  6.1E‐11 1.8E‐02 1.2E‐02  13896
7  0.09  9.65E‐08  4.1E‐11 1.2E‐02 8.0E‐03  10911
Blank1  ‐  ‐  0.0E00 0.0E00 0.0E00  5101
Blank2  ‐  ‐  0.0E00 0.0E00 0.0E00  5303
Blank3  ‐  ‐  0.0E00 0.0E00 0.0E00  5166
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Figure  18  Pt  intensities  versus  Pt  concentrations  of  cisplatin  spiked  ctDNA  samples  (cisplatin molecules  per 
nucleotide) following digestion and reconstitution in 300µl 2% HNO3 
The use of known concentrations of cisplatin in ctDNA samples made it possible to work out a 
definite DL  and  LLOQ  for  the  ICP‐MS  assay  in  terms  of  Pt  atoms  per DNA  nucleotide.  The 
method DL and  LLOQ  shown  in Table 8 were 5.2 and 17.4 ppt Pt,  respectively, using 40 µg 
ctDNA. These  concentrations were equivalent  to ~ 0.1 and ~0.3  cisplatin molecules per 106 
nucleotides, respectively. The excellent DL and LLOQ, calculated from the calibration standard 
error of the digested samples rather than blank sample error, demonstrated not only the high 
sensitivity of the method used to detect Pt trace levels in this study, but also the reliability of 
the  sample  treatment and  the analytical procedure  in producing highly consistent  results at 
low DNA levels.  
The values of the DL and LLOQ of the ICP‐MS assay are significantly lower than the in vivo Pt‐
DNA  concentrations  reported  for  cancer  patients  undergoing  treatment  with  Pt 
chemotherapy. As mentioned  in  the  introduction  to  this  chapter,  reported  levels of  in  vivo 
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cisplatin‐ and oxaliplatin‐DNA adducts determined in leukocytes of cancer patients were in the 
range of 1‐7 Pt adduct per 106 nucleotides. Therefore, the ICP‐MS assay used in this study was 
considered  to have  the  required  sensitivity  for quantifying  in  vivo Pt  levels  associated with 
patient DNA at clinically relevant drug concentrations. 
Table 8 Determination of the method detection limits based on the standard error of the graph of Pt intensities 
versus cisplatin molecules per nucleotide 
Sy/x 1847.37 
Slope 60,445,487,187 
MDL (using 40 µg ctDNA) 9.17x10-8 cisplatin adducts per nucleotide 
0.09 Cisplatin adducts per 106 nucleotides 
5.2 ppt Pt 
LLOQ (using 40 µg ctDNA) 3.06x10-7 cisplatin adducts per nucleotide 
0.30 Cisplatin adducts per 106 nucleotides 
17.4 ppt Pt 
 
To  summarise,  the  sensitivity  of  the  ICP‐MS  assay  was  optimised  with  the  aim  to  allow 
detection and quantification of  the expected  levels of Pt‐adducts  in DNA  samples extracted 
from blood samples of patients undergoing Pt chemotherapy. The results of this study showed 
that  the  ICP‐MS assay was successful, using 300 µl  reconstitution volumes and 40 µg ctDNA 
samples, to reliably detect Pt concentrations as low as ~0.1 Pt atom per 106 nucleotide and to 
quantify Pt in samples containing ~0.3 Pt atom per 106 nucleotide. Comparison of these values 
with  reported  clinical  levels of Pt‐DNA  adducts  showed  that  the method has  the  sensitivity 
required  to  quantify  Pt  levels  in  DNA  extracts  from  clinical  blood  samples  of  patients 
undergoing Pt‐ based drug chemotherapy.   
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2.2.2 Pt recovery of sample treatment 
The ICP‐MS assay involves several steps of sample treatment such as acid digestion at elevated 
temperatures,  sample  evaporation  under  a  stream  of  argon  gas  and  reconstituting  the 
samples  in  2%  HNO3.  It  is  important  therefore  to  establish  that  the  trace  levels  of  Pt 
determined  in the analysed samples following the various steps of sample preparation are of 
high recovery and reproducibility. The harsh conditions of the acid sample digestion procedure 
might have an effect on the Pt recovery due to possible  losses of some of the Pt during  the 
digestion or adsorption of Pt on the inner walls of the sample vials. To investigate this, it was 
decided to apply the sample digestion procedure including the evaporation and reconstitution 
steps using Pt standard solutions and analyse them on the ICP‐MS.   The aim was to evaluate 
the effect of the sample digestion on recovery of Pt, and to estimate the relative error % of Pt 
concentration contributed by the sample treatment. 
2.2.2.1 Experimental details 
40‐µl aliquots  from 9 different concentrations of Pt  standard  solution  samples and 3 blanks 
were digested and  reconstituted  in 2% HNO3 solutions  (300 µl) as described earlier  (Section 
2.2.1.5). The initial and the theoretical final concentrations of the samples following digestion 
and reconstitution are detailed in Table 9. 
Table 9 Theoretical  concentrations of Pt  in  the analysed  samples  following digestion and  reconstitution of Pt 
standard samples.  
Sample No.  Pt concn (ppb)  Amount of standard 
digested (g) 
Volume of 2% 
HNO3 used for 
reconstitution (g) 
Theoretical Pt concn after 
reconstitution (ppb) 
0  0.00E+00 0.042 0.300 0.00E+00
1  3.00E+00 0.041 0.300 4.08E‐01
2  1.99E+00 0.041 0.301 2.72E‐01
3  9.98E‐01 0.038 0.300 1.27E‐01
4  5.01E‐01 0.042 0.298 7.01E‐02
5  9.95E‐02 0.041 0.298 1.38E‐02
6  5.04E‐02 0.042 0.300 7.00E‐03
7  1.04E‐02 0.042 0.300 1.46E‐03
8  4.23E‐03 0.042 0.300 5.90E‐04
Blank 1  0.00E+00    0.302 0.00E+00
Blank 2  0.00E+00    0.302 0.00E+00
Blank 3  0.00E+00    0.300 0.00E+00
 
Pt  calibration  standards  (0.0 – 3.0 ppb Pt) were  run on  the  ICP‐MS along with  the digested 
samples. The same instrument conditions and ICP‐MS method details presented in Table 5 and 
Table 6 were used  in this study. The  low resolution peak  jump mode, with 19 passes per run 
and  3  runs  per  sample  was  used  to measure  195Pt.  The  Pt  concentration  in  the  digested 
samples  was  determined  from  the  calibration  data  and  compared  with  the  theoretical  Pt 
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concentration by working out the Pt recovery percentage and relative error percentage of Pt 
concentration.  
2.2.2.2 Results 
The  ICP‐MS  calibration  data  (Figure  19)  shows  excellent  linearity  indicating  the  high 
consistency of the Pt intensities and calibration results used to calculate the Pt concentration 
in the digested samples. 
 
Figure 19 Pt calibration graph used to calculate Pt concentrations in the digested samples. 
The ICP‐MS results and the measured Pt concentrations of the digested samples are presented 
in Table 10. The  results  show  that  the  ICP‐MS method was able  to measure Pt  levels  in all 
digested samples except sample 8. This was attributed to the very low Pt concentration in that 
sample (5.9 x 10‐4 ppb) which was 10 times  lower than the detection  limit determined  in the 
previous study (5.2 x 10‐3 ppb). Sample 8 data was therefore not considered in evaluating the 
Pt recovery of the digestion procedure.   
y = 75843x + 463.45
R² = 0.9982
0
50000
100000
150000
200000
250000
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5
19
5 P
t  
in
te
ns
ity
 (c
ps
)
Pt concentration (ppb)
74 
 
Table 10 Pt recoveries and relative error % of Pt concentration.  
Sample No.  Theoretical Pt concn 
after reconstitution 
(ppb) 
195Pt signal (cps) Recovered Pt  
concn  (ppb) 
% of Pt recovered  Relative error % of 
Pt concn 
0  0.00E+00 752  3.81E‐03 ‐ ‐ 
1  4.08E‐01 30341 3.94E‐01 96.5% 3.5% 
2  2.72E‐01 24518 3.17E‐01 116.5% 16.5% 
3  1.27E‐01 11051 1.40E‐01 109.6% 9.6% 
4  7.01E‐02 6230 7.60E‐02 108.5% 8.5% 
5  1.38E‐02 1603 1.50E‐02 109.3% 9.3% 
6  7.00E‐03 901  5.76E‐03 82.3% 17.7% 
7  1.46E‐03 575  1.47E‐03 100.8% 0.8% 
8  5.90E‐04 283  0(‐2.40E‐03) ‐404.0% 504.0% 
Blank 1  0.00E+00 519  7.30E‐04 ‐  
Blank 2  0.00E+00 294  0 (‐2.20E‐03) ‐  
Blank 3  0.00E+00 265  0 (‐2.60E‐03) ‐  
 
The Pt recovery percentages of the digested samples are shown in Table 10 and represented in 
Figure  20.  The  results  demonstrate  a  very  high  recovery  of  the  digestion  procedure  with 
recoveries  ranging between 82.3%‐116.5%.   The  results also  show  the high  consistency and 
reproducibility  of  the  sample  treatment  procedure  demonstrated  by  the  low  relative  error 
percentages. Samples 1‐7 were within ±20% of  the  theoretical values with 5 samples within 
±10%.  Although the samples used were not CRMs , the very low relative error percentages at 
such  low  Pt  concentrations  suggest  a  potential  for  high  accuracy  of  the method  and  the 
suitability of the whole analytical procedure, including the sample treatment, in assaying trace 
levels  of  Pt  in  the  range  of  ~  1‐400  ppt.  Furthermore,  these  results  suggest  that  potential 
contamination from the lab environment or reagents is limited. 
 
Figure 20 Pt recoveries of the digested samples 
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The  range  of  Pt  trace  levels  studied  in  this  experiment  is  highly  relevant  to  the  Pt 
concentrations expected  in a clinical environment. According  to  the  calculations detailed by 
Winship 130 and summarised earlier, and considering a 10 µg DNA sample, the concentration 
range of 1‐ 400 ppt Pt  is equivalent  to 0.05‐19 Pt‐adducts per 106 nucleotides. Similar  levels 
and even higher are present  in clinical samples obtained  from patients undergoing Pt‐based 
drug chemotherapy. Therefore the results obtained in this study clearly demonstrate not only 
the high reproducibility and low relative error of the whole analytical procedure in quantifying 
these trace levels of Pt , but also shows the high sensitivity of the ICP‐MS assay in measuring 
clinically relevant Pt concentrations. 
2.2.3 Effect of digested DNA matrix on Pt signal 
The  previous  studies  presented  in  this  chapter  have  shown  that  the  ICP‐MS  assay  has  the 
sensitivity required to detect and quantify clinically relevant Pt concentrations.  It was shown 
also  that  the whole analytical procedure,  including  the  sample  treatment, was  reproducible 
and  is capable of producing reliable quantification results from Pt standard solutions. Studies 
carried out by Kerr using  ctDNA  showed  that  the DNA matrix  suppressed  the Pt  signal  and 
therefore it was necessary to digest the DNA to improve the ICP‐MS sensitivity. However, the 
effect of digested DNA matrix on  the quantification of Pt has not been  investigated. Sample 
matrix can sometimes enhance or suppress the ICP‐MS signal which might adversely affect the 
quantification  results.  Therefore,  it  was  decided  in  this  study  to  investigate  the  effect  of 
digested and undigested DNA matrix on Pt  signals  in  comparison  to Pt  signals with no DNA 
matrix. This was important to study since simple Pt calibration solutions in 2% HNO3 would be 
used to carry out the quantification of Pt in the digested DNA samples. 
2.2.3.1 Experimental details 
The preparation of  the  samples used  in  this  study  is  summarised  in Figure 21. The  samples 
were prepared  from  two cisplatin working solutions prepared  in  two different matrices. The 
first solution contained 0.38 ppb cisplatin  in 0.94mg/ml ctDNA matrix (cisplatin spiked ctDNA 
solution) whereas the second contained 0.42 ppb cisplatin  in water, as can be seen  in Figure 
21.   Two sets of 4 replicate samples were prepared  from each solution by transferring 40 μl 
aliquots  into 1.2 ml polypropylene  tubes. One set  from each matrix  type were digested and 
reconstituted  in 300  μl 2% HNO3 as described  in  the  sample digestion  section  (2.2.1.5). The 
other two sets did not undergo digestion; rather, they were made up to 300 μl volume. These 
undigested samples were made up using 2%HNO3  in the case of the samples without ctDNA 
matrix, and using water  in the case of the samples  in the ctDNA matrix since 2%HNO3 would 
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precipitate  the  ctDNA.  Therefore,  as  can  be  seen  in  Figure  21,  the  final  4  sets  of  samples 
represented: undigested cisplatin  spiked ctDNA, digested cisplatin  spiked ctDNA, undigested 
cisplatin and digested cisplatin samples.  All samples were then run on the ICP‐MS and the Pt 
signals  were  measured.  The  Pt  signal  (cps)  for  each  sample  was  normalised  to  its  Pt 
concentration  (ppb)  to  determine  the  sensitivity  in  each matrix  (cps/ppb).  The  instrument 
conditions and ICP‐MS method details used for this study were the same as presented in Table 
5 and Table 6, except that 80 μl/ min was used as sample uptake rate. The low resolution peak 
jump mode, with 20 passes per run and 3 runs per sample was used to measure 195Pt.  
  
Cisplatin‐spiked 
ctDNA solution 
Cisplatin solution in 
water (with no DNA 
matrix) 
40 μl 
aliquots 
40 μl 
aliquots 
Set 2 
Digested cisplatin‐
spiked ctDNA  
Set 1 
Undigested cisplatin‐
spiked ctDNA  
Set 3 
Digested cisplatin 
solution  
Set 4 
Undigested cisplatin 
solution 
Evaporation and reconstitution in   300 μl 
2% HNO3 
Make up with 2% HNO3 to 
300 μl 
Make up with H2O to 
300 μl 
Measure Pt signal by ICP‐MS  
Figure  21  Schematic  diagram  describing  the  preparation  and  analysis  of  cisplatin  and  cisplatin  spiked  ctDNA
solutions to evaluate matrix effects on Pt signals 
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2.2.3.2 Results 
It was possible  to obtain  ICP‐MS data  for all  the samples except  for  the undigested cisplatin 
spiked  ctDNA.  Due  to  the  higher  viscosity  of  the  ctDNA  solution,  the  undigested  cisplatin 
spiked  ctDNA  samples  could not be  aspirated  into  the  ICP‐MS by  self‐aspiration pneumatic 
nebuliser. Therefore Pt intensities for these samples could not be obtained. The self aspiration 
pneumatic  nebuliser which was  used  in  all  the  experiments  carried  out  in  this  thesis was 
preferred over a pumped nebuliser  in order to eliminate the noise  in the signal coming from 
peristaltic pump and to reduce the chance of contamination and carry over that might come 
from worn pump tubing. Enzymatic digestion of the DNA may help reduce viscosity and could 
be used in similar future experiments to improve sample aspiration. 
Table 11  ICP‐MS results and Pt  intensities per ppb for the undigested cisplatin, digested cisplatin spiked ctDNA 
and digested cisplatin samples 
  Cisplatin 
concn. (ppb) 
Equivalent  Pt 
concn. (ppb) 
195Pt (cps) STD 
(cps) 
RSD %  195Pt  cps  per 
ppb Pt 
Undigested cisplatin 1  5.6E‐02 3.6E‐02 7065 37.5 0.53  195,230
Undigested cisplatin 2  5.4E‐02 3.5E‐02 6582 70.8 1.08  187,894
Undigested cisplatin 3  5.4E‐02 3.5E‐02 6624 89.0 1.34  187,968
Undigested cisplatin 4  5.5E‐02 3.6E‐02 6760 90.5 1.34  189,850
Digested cisplatin spiked ctDNA 1  5.0E‐02 3.3E‐02 7582 75.0 0.99  233,646
Digested cisplatin spiked ctDNA 2  4.9E‐02 3.2E‐02 7497 63.9 0.85  233,927
Digested cisplatin spiked ctDNA 3  4.7E‐02 3.1E‐02 6737 56.9 0.84  219,904
Digested cisplatin spiked ctDNA 4  4.7E‐02 3.0E‐02 6876 100.6  1.46  226,463
Digested cisplatin 1  5.3E‐02 3.5E‐02 6729 224.5  3.34  194,879
Digested cisplatin 2  5.4E‐02 3.5E‐02 6905 70.1 1.02  196,454
Digested cisplatin 3  5.4E‐02 3.5E‐02 7288 76.8 1.05  206,562
Digested cisplatin 4  5.3E‐02 3.5E‐02 6956 17.1 0.25  201,533
 
The ICP‐MS results and Pt intensities per ppb for the analysed samples are shown in Table 11 
and represented in Figure 22.  The results in Figure 22 show that the digested cisplatin‐spiked 
ctDNA samples had the highest signal intensities per ppb Pt in comparison to the digested and 
undigested  cisplatin  solutions with  no DNA matrix.  These  results  suggest  that  the  digested 
ctDNA matrix had a positive effect on Pt sensitivity by possibly enhancing  the Pt signal. The 
average  increase  in  Pt  signal  intensities  in  the  digested  cisplatin‐spiked  ctDNA  samples 
compared  to  the digested  cisplatin  samples was about 14%. Enhancement of  ICP‐MS  signal 
due  to  presence  of  carbon  has  been  reported  for  several  elements.  139  Although  the DNA 
carbon content in the digested ctDNA samples (~38 μg ctDNA) should have been oxidised and 
eliminated  by  HNO3  and  H2O2  in  the  digestion mixture,  it  could  be  that  traces  of  carbon 
(probably aromatic carbon) were present after digestion and enhanced the Pt signals. 
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Figure  22 Pt  intensities per ppb  for  each of  the  four  replicates of  the undigested  cisplatin, digested  cisplatin 
spiked ctDNA and digested cisplatin samples. Error bars were calculated using twice the standard deviation of 3 
runs and 20 passes. 
Both digested and undigested aqueous cisplatin solutions showed comparable results to each 
other.  This was  expected  since  it was  shown  in  the  previous  study  (section  2.2.2)  that  the 
digestion  procedure  was  of  high  recovery  and  reproducibility.  However,  slightly  higher  Pt 
intensities per ppb were observed for the digested cisplatin samples as can be seen  in Figure 
22. This slight increase in the Pt signals was attributed to Pt traces introduced from digestion 
reagents  and/or  lab  environment  during  the  lengthy  digestion  and  drying  procedures.  The 
experimental data presented throughout this thesis showed that digested blank backgrounds 
were usually higher than that of the undigested blanks. It follows that running blank samples 
alongside other assayed samples in the sample digestion and analysis is necessary to establish 
the  Pt  background  levels  of  the  whole  analytical  procedure  and  determine  a  practical 
detection limit for the assay. 
The results of this study suggest that Pt signals were enhanced by the digested DNA matrix in 
comparison to samples with no DNA matrix. Alteration of the Pt signals due to matrix effects 
whether  by  enhancement  or  suppression  would  compromise  the  estimation  of  Pt 
concentrations  in DNA  samples.  Therefore  it was  decided  to  consider  procedures  that  can 
correct  for DNA matrix effects  to  improve  the  reliability of  the  ICP‐MS  assay. One of  these 
procedures is using internal standardisation. Therefore, the next two studies were carried out 
to identify and validate a suitable internal standard that can correct for Pt signal deviation due 
DNA matrix effects.   
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2.2.4 Selection of an internal standard for Pt and P quantification in DNA. 
Internal standardisation  is commonly employed  to  improve precision  in  ICP‐MS and can also 
improve  analytical  accuracy. Using  a  suitable  internal  standard,  calibration  curves prepared 
from simple standard solutions can be used to determine analyte concentrations  in complex 
matrix solutions. This procedure has the advantage of simplifying the sample preparation and 
quantification compared to employing matrix matched calibration standards. 85 It was decided 
in this study to identify a suitable internal standard for Pt that could be used to correct for ICP‐
MS signal variation due to digested DNA matrix and to improve the overall Pt quantification in 
DNA. 
It was also decided in this study to identify an internal standard for P quantification. Since each 
DNA nucleotide  contains one P  atom  (present  as phosphate),  ICP‐MS quantification of P  in 
DNA samples could be used in principle to determine the number of DNA nucleotides which is 
required for the calculation of the number of Pt‐adducts per nucleotide. The previous research 
studies carried out by Winship 130 and Kerr 131 used the conventional approach to calculate the 
number of DNA nucleotides using the DNA concentrations obtained from the UV data. In this 
research,  it was  decided  to  use  both  approaches  for  the  calculation  of  the  number  of  Pt‐
adducts per DNA nucleotide and  in order  to  compare and evaluate  the  results obtained by 
both approaches. 
In addition to being absent from real samples, criteria for choosing a good  internal standard 
for  ICP‐MS analysis  include similarity  in mass 84, 140 and  ionisation potential 84 to the analyte. 
However,  most  studies  investigating  such  criteria  did  not  address  the  possibilities  of 
exceptions or what impact a poor internal standard choice may have on quantitative results. 85 
A  recent  study  by  Finley‐Jones  et  al  85  addressed  this  and  investigated  51  elements  under 
various  instrumental  conditions  and  matrix  compositions  in  order  to  identify  chemical  or 
physical  properties  that  can  be  used  to  select  a  good  internal  standard.  85  The  properties 
investigated  included  mass,  ionisation  potential  (1st  and  2nd),  enthalpy  of  formation, 
electronegativity in addition to several other properties. Although similarity in mass was found 
to be  the most  important predictor of a good  internal standard, exceptions did exist among 
different elements and under various  instrumental  conditions and matrix  concentrations.  In 
addition,  results  suggested  that  selecting  a  good  internal  standard  based  on  similarities  in 
ionisation potential (IP) may be only valid for few elements of the 51 elements studied. Based 
on  the evaluations of precision and accuracy of  the quantitations carried out  in  the study  it 
was  concluded  that  no  single  physical  or  chemical  parameter  can  reliably  allow  a  priori 
selection of a suitable  internal standard for any given analyte. 85 Therefore  it  is  important to 
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evaluate  experimentally  the  performance  of  any  internal  standard  by  performing  analyses 
under the conditions expected to dominate signal instability. 85 
The previous  study  (section 2.2.3)  showed  that digested DNA matrix  can  affect  the  ICP‐MS 
signal of Pt; therefore, this study was carried out with the aim to identify (a) suitable internal 
standard(s)  for Pt  that could be used  to correct  for DNA matrix effects. The selection  for an 
appropriate internal standard was also done for P. This study scanned several elements, along 
with Pt and P, in different amounts of DNA matrix to identify elements that have similar trends 
to Pt and P in terms of signal enhancement / suppression caused by the DNA matrix. 
2.2.4.1 Experimental details 
A  solution  of  1  ppb multi‐elemental  standard  and  cisplatin  (0.69  ppb  Pt)  in  ctDNA matrix 
(0.968 mg/ml) was prepared. This was done by spiking 2.67 ml of ctDNA solution with 26 µl 
(26.4 mg) of 100 ppb multi‐element standard solution and 28 µl (27.6 mg) of 0.33 μM cisplatin. 
The multi‐elemental standard was a 2% HNO3 solution of the following elements:  Ag, Al, As, B, 
Ba, Be, Bi, Ca, Cd, Cr, Cs, Cu, Eu, Fe, Ga, Ge, In, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Nb, Ni, P, Pb, Re, Rb, S, 
Sc, Se, Si, Sr, Ta, Ti, Tl, U, W, Zn and Zr.  
11 samples (samples 1‐11) containing 10‐110 μg of the spiked ctDNA (Table 12) were prepared 
by  transferring aliquots of  the  spiked  ctDNA  to 1.5 ml vials. This  range of DNA masses was 
used to represent the range of DNA matrix expected  in the analysis of DNA samples typically 
extracted from 20 ml patient blood samples.  The prepared samples were digested, dried and 
reconstituted to a final volume of 300 μl 2% HNO3 as described previously  in section 2.2.1.5. 
Three  blanks  containing  no  spiked  ctDNA were  also  prepared  and  processed  alongside  the 
spiked  ctDNA  samples.  The  samples  were  analysed  by  ICP‐MS  and  signal  intensities  were 
obtained  for one  isotope  for each of  the 42 elements,  including Pt and P.  Intensity  ratios of 
each element to Pt and to P were then determined in the different concentrations of digested 
DNA matrix. These  intensity  ratios were normalised  to  their start signal  (sample 1 signal) so 
that all values start  from  the same origin point  for easier graphical data  representation and 
comparison.  Standard deviation  (STD)  and percent  relative  standard deviation  (%RSD) were 
then  calculated  for  each  element  intensity  ratio  to  Pt  and  to  P  in  the  11  DNA  matrix 
concentrations. The  instrument conditions used  in  this study were the same as presented  in 
Table 5. The  low and medium resolution (LR and MR) peak  jump modes, with 1 pass per run 
and  4  runs  per  sample  was  used  to measure  the  signal  intensities  of  the  elements.  The 
resolution used  to  scan  for each element  i.e.  LR or MR  is  shown  in Figure 23  in  the  results 
section.  
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Table  12  Preparation  and  final  concentrations  of  the  spiked  ctDNA  samples  following  digestion  and 
reconstitution. 
    Digestion  Reconstitution  Final concentration 
Sample  ctDNA 
solution 
added (g) 
70% 
HNO3 (μl) 
30%  H2O2
(μl) 
2%HNO3 (g) DNA (μg/μl) Multi‐
element 
(ppb) 
Pt (ppb)
Blank 1  0  30  30 0.3317 0 0  0 
Blank 2  0  70  70 0.3325 0 0  0 
Blank 3  0  120  120 0.3331 0 0  0 
Sample 1  0.0114  8  8 0.3339 0.03 3.45E‐02  2.36E‐02
Sample 2  0.0211  16  16 0.3320 0.06 6.42E‐02  4.39E‐02
Sample 3  0.0341  24  24 0.3309 0.10 1.04E‐01  7.11E‐02
Sample 4  0.0406  32  32 0.3313 0.12 1.24E‐01  8.46E‐02
Sample 5  0.0499  40  40 0.3316 0.15 1.52E‐01  1.04E‐01
Sample 6  0.0582  48  48 0.3322 0.17 1.77E‐01  1.21E‐01
Sample 7  0.0668  56  56 0.3311 0.20 2.04E‐01  1.39E‐01
Sample 8  0.0800  64  64 0.3351 0.23 2.41E‐01  1.65E‐01
Sample 9  0.0866  72  72 0.3350 0.25 2.61E‐01  1.78E‐01
Sample 10  0.1007  80  80 0.3352 0.29 3.03E‐01  2.07E‐01
Sample 11  0.1095  88  88 0.3341 0.32 3.31E‐01  2.26E‐01
2.2.4.2 Results 
A  suitable  internal  standard  (IS)  for  Pt  and  P  quantification  in  DNA  samples  is  one whose 
intensity changes are directly proportional to those of Pt and P. In other words, the  intensity 
ratios of Pt and P to internal standard remain constant in different DNA matrix concentration. 
Also,  if the changes  in the  intensity ratio are represented by their %RSD then a good  internal 
standard would be an element with low %RSD value. Because Pt (IP 9.0 eV) and P (IP 10.5 eV) 
differ  in mass and  IP, therefore  identification of one  internal standard suitable  for both may 
not be successful based on the premise that similarity in mass and/or IP would predict a good 
internal  standard.  However,  in  practice,  the  internal  standard  associated  with  the  best 
quantification  results  in  terms of accuracy and precision may be an element  that  is not  the 
closest in mass or IP to that of the analyte. 85 Therefore, the best internal standard that would 
be  selected  in  this  study would be  the one whose  intensity  ratios  to Pt and P are  the most 
consistent in the presence of the sample matrix.    
Figure 23 shows %RSDs  for  intensity  ratios  to Pt  (IS‐Pt) and  to P  (IS‐P) calculated  for  the 42 
elements  investigated  in  this  study.    The  data  shows  that  the %RSDs were  low  for  several 
elements.   The elements whose %RSDs of  their  intensity  ratios  to either Pt or P were  lower 
than  10%  are  shown  in  Table  13.  The  low  %RSDs  of  these  elements  indicates  that  their 
intensity ratios to Pt and P were highly consistent across the studied DNA matrix concentration 
range,  and  suggest  that  they  are  good  candidates  as  internal  standards  for  Pt  and  P 
quantification  in DNA.   On  the other hand, several elements had very high %RSD, such as B 
(LR), Bi (LR), Fe (MR) and Ni (MR), as can be seen in Figure 23. The high %RSD associated with 
these elements was due to the  large variation  in their signal  intensity ratios to Pt and P and 
therefore they could not be considered as suitable internal standards.    
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Figure 23 %RSD values  for  intensity  ratios  to Pt  (IS:Pt) and  to P  (IS:P)  for 42 elements  in 0.03‐0.3 mg/ml DNA 
matrix. 
 
Table 13 Internal standards with the 11 lowest %RSD values in addition to Pt and P. 
    Be9  Na23   Nb93  In115  Cs133  Eu153  W182  Re185  Pt195  Tl205  U238  P31  Ga69 
STDEV  Pt  0.146  0.090  0.103  0.088  0.058 0.074 0.060 0.073 0.000 0.072 0.056  0.120  0.078 
  P  0.058  0.030  0.027  0.061  0.056 0.051 0.071 0.051 0.104 0.076 0.084  0.000  0.069 
%RSD  Pt  14.3%  8.4% 9.8%  9.1%  5.6% 7.1% 6.1% 7.2% 0.0% 7.4% 5.8%  10.8%  7.6% 
  P  6.3%  3.0% 2.9%  7.1%  6.0% 5.5% 7.9% 5.5% 11.5% 8.6% 9.8%  0.0%  7.4% 
 
Figure 24 and Figure 25 show the effect of DNA matrix concentration on the intensity ratios of 
6  selected  elements  to  Pt  and  to  P,  respectively.  Three  of  the  plotted  elements were  the 
elements  that  had  the  lowest  %RSD  values  of  the  42  elements  investigated  in  this  study 
namely, Cs, Eu and Re. The other three elements Pb, Cd and Mn represented elements with 
high %RSDs. The intensity ratios of Pt and P were also represented for comparison which can 
be seen as straight horizontal lines in Figure 24 and Figure 25,  respectively, since their signal 
intensities were normalised to their own signals and therefore their normalised values were 1 
in all samples (i.e. plot equation is Y=1). The data in Figure 24 and Figure 25 show that Cs, Eu 
and Re intensity ratio plots were very similar to each other, and were consistent with those of 
Pt (Figure 24) and P (Figure 25)  in most concentrations of DNA. This consistency explains the 
low RSDs of these elements and suggests that they are potential internal standards for Pt and 
P.   On  the other hand, Pb, Cd and Mn, which were chosen  to  represent elements with high 
%RSDs, showed a significant drift in their intensity ratios to Pt and P and with increasing DNA 
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concentrations. This drift suggests that Pb, Cd, and Mn signals were significantly suppressed at 
the high DNA matrix concentrations. 
 
 
Figure 24 Effect of DNA matrix concentration on the intensity ratios of Cd, Cs, Eu, Re, Pt, Pb, P and Mn to Pt.  
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Figure 25 Effect of DNA matrix concentration on the intensity ratios of Cd, Cs, Eu, Re, Pt, Pb, P and Mn to P. 
 
The similarities observed in Figure 24 and Figure 25 between the element intensity ratios to Pt 
and  to P suggest  that  the same  internal standards can be used  for quantification of both Pt 
and P in DNA. This similarity was also obvious in the %RSDs for IS‐Pt and IS‐Pt intensity ratios 
shown  in  Figure 23.  The use of  a  single  internal  standard  for Pt  and P,  as opposed  to  two 
separate  internal  standards, would  allow  for more  scans  to  be  done  per  sample  and  thus 
improve  the  reliability of  the analyses. This would be a great advantage due  to  the  limited 
analysis  time  available  for  each  sample  considering  the  small  sample  volume  (300  µl) 
employed  in  the  ICP‐MS  assay.  The %RSD  values  of  the  42  elements  studied  suggest  that 
several elements are good candidates  to be used as  internal standards  for Pt.   These results 
are generally in agreement with the predictions based on mass similarities of the elements to 
that of Pt (IP 9.0 eV). This  is demonstrated  in the results of 205Tl (IP 6.1 eV), 185Re (IP 7.9 eV) 
and 182W (IP 8.0 eV) as can be seen  in Figure 23. However, this was not always the case and 
exceptions existed. Elements with mass close to that of Pt such as 208Pb (IP 7.4 eV) and 209Bi (IP 
7.3 eV) had  significantly higher %RSDs. Conversely, elements with masses  that are not very 
close  to  that of Pt such as  153Eu  (IP 5.7 eV),  133Cs  (IP 5.7 eV) and  238U  (IP 6.1 eV), and  those 
whose masses are significantly smaller such as 9Be (IP 9.3 eV) and 23Na (IP 5.1 eV), had small 
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%RSD values  suggesting  their  suitability also as good  internal  standards.     These  results are 
consistent with the published studies suggesting that similarity  in mass can generally predict 
good internal standards, but the choice should be validated experimentally as the best internal 
standard may not be the closest in mass to the analyte. 85, 141  
Taking  into account the performance of the 40 elements  investigated, the  internal standards 
with  the  lowest %RSDs, with  respect  to both Pt and P were, Cs, Eu, Re and W  in  increasing 
order  (Table  13).  Practically,  any  of  these  elements  should  give  a  good  performance  as  an 
internal standard since their %RSD values were low and very similar. However, Cs is normally 
present in biological samples and therefore should not be selected. Based on the results of this 
study  Eu was  selected  as  a  potential  internal  standard  for  Pt  and  P  quantification  in DNA. 
Although Eu  (IP 5.7 eV)  is not the closest to Pt (IP 9.0 eV) or P (IP 10.5 eV)  in mass or  IP,  its 
signal  intensity ratios to Pt and P were very consistent over the range of varying DNA matrix 
concentration as shown  in Figure 24 and  indicated by the  low %RSD values to both Pt and P. 
The results of this study are supported by another study reporting the use of Eu as an internal 
standard for the ICP‐MS quantification of Pt in patient blood plasma samples. Even though the 
analysis was done for plasma samples prepared by dilution only, the very good reproducibility 
of the results and near 100% recoveries indicated the high reliability of using Eu as an internal 
standard for Pt quantification in complex biological matrices. 142 On the basis of both intensity 
and %RSD Eu was considered a good choice. 
The effect of digested DNA matrix could be also studied with respect to the  intensity ratio of 
Pt  to P  (Pt/P).   The small %RSD of Pt  to P  (11.5%) demonstrated  that Pt and P signals were 
mutually consistent over the range of DNA matrix concentrations. This consistency was shown 
in most of  the DNA matrix  concentrations,  as  can be  seen  in  Figure 24  and  Figure 25,  and 
suggests  that both Pt  and P  signals were  affected  to  a  similar degree by  the digested DNA 
matrix.  This  is  very  relevant  to  the quantification of Pt‐DNA  adducts  since  the Pt/P  ratio  is 
directly related to the number of Pt‐adducts per nucleotide. Therefore the Pt/P ratio could be 
used as a robust measure of the DNA matrix effect to represent the ratio of Pt‐adducts to DNA 
nucleotides in variable amounts of DNA.  However, since both Pt and P concentrations are also 
variable in real samples, depending on the level of adduct formation and the DNA quantity in 
the  sample,  a  suitable  internal  standard,  such  as  Eu,  is  required  to  be  added  in  constant 
concentration  in order  to provide absolute quantification data  for  the number of Pt‐adducts 
per DNA nucleotide. 
To  conclude,  the  results of  this  study  suggest  that Eu  can be employed as  a  single  internal 
standard for both Pt and P quantification in DNA samples following digestion. The changes  in 
86 
 
Eu  signal  intensities  due  to  the  different  concentrations  of  digested  DNA  matrix  were 
consistent with those of Pt and P as demonstrated by the low %RSDs of signal intensity ratios 
of Eu to Pt and Eu to P. The use of Eu as a single  internal standard for both Pt and P should 
improve the reliability of the quantification by allowing for more scans per sample to be done 
for  Pt  and  P  considering  the  limited  analysis  time  available  for  each  sample  due  to  small 
sample volume (300 µl). The results of this study showed also the robustness of the Pt/P ratio 
against DNA matrix effects even at high DNA matrix concentrations. Based on  the  results of 
this study, it can be concluded that using Eu as internal standard for Pt and P quantification in 
digested DNA samples may  improve the accuracy and precision of the  ICP‐MS assay used for 
the determination of Pt‐adducts in clinical DNA samples.  
2.2.5 Validation of 153Eu as an internal standard for Pt quantification in DNA 
Following the success of selecting Eu as a potential internal standard for the quantification of 
Pt in digested DNA it was decided to evaluate the performance of the ICP‐MS assay in terms of 
accuracy and  reproducibility using Eu as  internal  standard. Due  to  the  lack of CRMs,  it was 
decided to investigate the accuracy of the ICP‐MS assay by using known concentrations of Pt in 
two different concentrations of digested DNA matrix and then estimate the relative error in Pt 
concentration. The reproducibility of the assay was studied by analysing several replicates of 
the  samples  and  comparing  their %RSD  values.  The  performance  of  a medium  resolution‐
scanned element (Ga) was also investigated in this study and compared to that of Eu.  
2.2.5.1 Experimental details 
The Pt, Eu and Ga solutions used in this study were prepared from single elemental standard 
solutions  (1000ppm) obtained  from SPEX CertiPrep  Ltd  (Stanmore, UK). A 0.9 mg/ml  ctDNA 
(Sigma‐Aldrich, Poole,UK) solution  in water was prepared and used to make two sets of high 
and low DNA concentration samples. The low DNA concentration set comprised of 8 samples 
each containing 45 µg ctDNA (50 µl ctDNA solution) in addition to 2 blanks, whereas the high 
DNA concentration set contained 8 samples each had 90 µg ctDNA (100 µl ctDNA solution) in 
addition  to  two  blanks.    Samples  were  digested  and  evaporated  as mentioned  earlier  in 
section 2.2.1.5. The dried and digested DNA samples were then reconstituted with 2% HNO3 
containing 67 ppt Pt in addition to 47 ppt Eu and 234.0 ppb Ga which were added as internal 
standards.    Therefore  all  samples  had  the  same  Pt  concentration  but  with  two  different 
concentrations of digested DNA matrix. Samples were run on  the  ICP‐MS  in addition  to 9 Pt 
calibration  standards  (0  –  540  ppt  Pt)  containing  Eu  and  Ga  as  internal  standards.    Three 
aqueous  samples  (with  no  DNA)  containing  110  ppt  Pt  in  addition  to    Eu  and Ga  internal 
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standards were distributed throughout the samples sequences to serve as quality control (QC) 
samples to check for the performance of the analysis. Two calibration graphs were generated 
using Eu and Ga as internal standards in addition to a third graph constructed with no internal 
standard.    Pt  quantities  calculated  using  each  of  the  three  calibration  graphs  were  then 
compared  to  the  actual  Pt  concentrations  and %  relative  errors  in  Pt  quantification were 
calculated.  The  %RSD  for  each  set  of  samples  was  also  calculated.  All  the  samples  and 
standards  were  prepared  based  on  amounts  determined  by  weight  not  volume,  and 
concentrations were corrected accordingly. 
The  instrument conditions used for this study were the same as presented  in Table 5, except 
that 80  μl/ min was used as  sample uptake  rate. The  low  (LR) and medium  (MR)  resolution 
peak  jump modes, with 9 passes per run and 3 runs per sample, were used to measure 195Pt 
(LR), 153Eu (LR), 31P (MR) and 69Ga (MR). 
2.2.5.2 Results 
Calibration graphs constructed using Pt signal  intensity ratios to Eu and Ga  internal standard 
signal  intensities  (Pt/Eu  and  Pt/Ga  data)  are  shown  in  Figure  26.  The  calibration  graph 
constructed  using  Pt  signal  intensities  only,  i.e. without  internal  standard,  can  be  seen  in 
Figure 27. The three calibration graphs show very good linearity over the range of Pt standard 
concentrations. However, as can be noticed  from  the R2 values, Pt/Eu and Pt/Ga calibration 
data (Figure 26) were slightly more consistent compared to calibration data without using an 
internal  standard  (Figure  27).  The  improved  linearities  of  the  calibrations  using  Pt/Eu  and 
Pt/Ga signal  ratios  indicate  the effectiveness of  the use of  internal standard data  to remove 
minor inconsistencies between samples. These inconsistencies are likely due to small changes 
in  instrument  conditions,  such  as  fluctuations  in  sample  uptake  rate,  nebulisation  and/  or 
plasma  efficiency,  all  of which may  affect  the  stability  of  ICP‐MS  signal. Matrix  effects  and 
sample treatment errors are also other factors that might affect the ICP‐MS signal and cause 
signal variations, however, these factors are not relevant to the aqueous calibration standards. 
These results suggest that the use of Eu and Ga internal standards was successful in correcting 
for  instrument  related  errors  and  might  improve  the  accuracy  and  precision  of  Pt 
quantification. 
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Figure  26 Pt  calibration  graph using  Eu  and Ga  as 
internal standards 
 
Figure 27. Pt calibration graph without an  internal 
standard 
 
Table 14  ICP‐MS results and relative error % of Pt concentrations calculated with and without using Eu and Ga 
internal standards for the samples containing 45 and 90 µg digested DNA matrix. Relative error % values which 
are higher than 10% are underlined for easier comparison between the internal standards.  
Sample  Signal intensities (cps)  Pt concentration (ppb)  Relative error % in Pt 
concentration 
  Eu  Pt  Ga  Actual No IS Eu as IS Ga as IS No IS  Eu as IS  Ga as IS
Blank 1  123848  733  2482929 0      
Blank 2  133856  721  2613972 0      
45 µg Sample 1  120795  4752  2141082 6.73E‐02 5.59E‐02 5.66E‐02 6.71E‐02 16.88%  15.81%  0.23%
45 µg Sample 2  115858  5279  2054935 6.73E‐02 6.41E‐02 6.64E‐02 7.87E‐02 4.65%  1.19%  17.04%
45 µg Sample 3  118111  5056  2131221 6.73E‐02 6.06E‐02 6.21E‐02 7.22E‐02 9.84%  7.69%  7.31%
Blank 3  136526  760  2647394 0      
Blank 4  147793  709  2868220 0      
90 µg Sample 1  128391  5783  2338260 6.73E‐02 7.20E‐02 6.56E‐02 7.55E‐02 7.04%  2.44%  12.29%
90 µg Sample 2  128588  5953  2183562 6.73E‐02 7.46E‐02 6.76E‐02 8.39E‐02 11.00%  0.51%  24.80%
90 µg Sample 3  126712  5349  2232999 6.73E‐02 6.52E‐02 6.11E‐02 7.29E‐02 3.04%  9.08%  8.45%
90 µg Sample 4  137957  5937  2333762 6.73E‐02 7.44E‐02 6.24E‐02 7.79E‐02 10.62%  7.15%  15.79%
90 µg Sample 5  139907  5869  2395201 6.73E‐02 7.33E‐02 6.07E‐02 7.48E‐02 9.05%  9.69%  11.17%
90 µg Sample 6  138215  6235  2368277 6.73E‐02 7.91E‐02 6.57E‐02 8.08E‐02 17.55%  2.27%  20.18%
90 µg Sample 7  126778  5337  2106744 6.73E‐02 6.50E‐02 6.10E‐02 7.75E‐02 3.31%  9.35%  15.27%
90 µg Sample 8  117160  5461  2074925 6.73E‐02 6.70E‐02 6.81E‐02 8.08E‐02 0.43%  1.26%  20.14%
           
QC1  137968  9880  2792474 1.13E‐01 1.36E‐01 1.08E‐01 1.11E‐01 20.43%  4.71%  1.77%
QC2  128807  9020  2613104 1.13E‐01 1.23E‐01 1.05E‐01 1.08E‐01 8.53%  6.93%  4.32%
QC3  128278  9323  2486774 1.13E‐01 1.27E‐01 1.09E‐01 1.18E‐01 12.73%  3.22%  4.43%
Average        8.49%  6.04%  13.88%
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Figure 28 Evaluation of analytical accuracy measured as  relative % error  in Pt  concentration  from  the  “actual 
value” of 6.7 x 10‐2 ppb of Pt.   Each bar represents the errors associated with the use of Eu, Ga or no  internal 
standard. 
The  relative  error %  of  Pt  concentrations  calculated with  and without  using  Eu  and Ga  as 
internal standards are shown  in Table 14 and represented  in Figure 28. Most of the samples 
containing  DNA matrix were  analysed  successfully.    However,  5  samples  containing  45  µg 
ctDNA matrix were  lost during  sample preparation and  therefore  results of only 3 of  the 8 
samples containing 45 µg ctDNA were presented, as can be seen in Table 14 and Figure 28. 
The  results show  that  the accuracy of  the analysis varied depending on whether an  internal 
standard was used, and depending on the element used as an  internal standard. Eu showed 
the best performance  in  improving the accuracy of Pt quantification compared to Ga and no 
internal standard quantification. The % relative error values using Eu were less than 10% for 13 
out of the 14 analysed samples (Figure 28), with an overall relative error average of only 6% 
(Table  14).  On  the  other  hand,  the  use  of  Ga  as  internal  standard  produced  the  lowest 
accuracy. Ga produced  results of %  relative errors of  less  than 10%  for only 6 out of  the 14 
samples  (Figure 28), with an overall %  relative error average of 14%  (Table 14). The  results 
associated with Ga were unexpectedly  less accurate  than  those associated with no  internal 
standard which showed relative error values of less than 10% for 9 out of 14 samples (Figure 
28) and an overall % relative error average of 8.5% (Table 14). These results suggest that the 
choice of the internal standard is critical for improving the accuracy of the analysis. 
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The  low %  relative error  values associated with using Eu  (Figure 28)  suggests  that aqueous 
standard  calibrators with  Eu  as  internal  standard  could  be  used  for  achieving  accurate  Pt 
quantification  in digested DNA samples. These  low values  indicate that the Pt/Eu signal ratio 
was  consistent  between  digested  DNA  matrix  and  aqueous  Pt  calibrators.  This  was  also 
confirmed  by  the  comparable  results  in %  relative  error  values  between  the  aqueous  QC 
samples, which contained no DNA matrix, and the digested DNA samples. 
Although it was suggested earlier (section 2.2.3) that digested DNA matrix may have an effect 
on Pt  signal,  the good accuracy of  the  results associated with using no  IS  suggests  that  this 
effect might not be high. This is indicated by the comparable results between the QC (no DNA 
matrix) and digested DNA samples associated with using no IS suggesting that variables related 
to  the analysis  itself  i.e.  instrument conditions might have higher  relative contribution on Pt 
measurement in comparison to other factors such as matrix. In all cases, these results indicate 
the  validity  of  using  Eu  as  IS  for  improving  Pt  quantification  in  digested DNA  samples  and 
highlight  the  impact  of  selecting  a  good  or  poor  internal  standard  on  the  accuracy  of  the 
results.  
The  lower  accuracy  associated with  the  analysis  of  the  digested DNA  using Ga  as  internal 
standard suggests that the Pt/Ga signal ratios were less consistent between the digested DNA 
matrix and aqueous Pt calibrators. However, the results of the previous study (Section 2.2.4) 
showed that Ga to Pt signal ratios were highly consistent in various concentrations of digested 
DNA matrix  (%RSD  7.6).    Also,  Ga  to  Pt  signal  ratios  showed  high  consistency  in  aqueous 
solutions  as  indicated by  the excellent  linearity of  the Pt/Ga  calibration  graph  in  this  study 
(Figure  26).  It  can  therefore  be  suggested  that  the  use  of  Ga  as  internal  standard  to  Pt 
produces consistent results  in the same matrix but not  in non‐matched matrix samples. As a 
result, using non‐matched matrix calibrators may produce inaccurate quantification. This may 
explain  the higher %  relative  error of digested DNA  samples  (10 out of  the 11 DNA matrix 
samples were  >5%)  in  comparison  to  the %  relative  errors  associated with Ga  in  the  three 
aqueous QC samples (< 5%), as can be seen in Table 14.   
Table 15 %RSD for the determined Pt concentrations  in the digested DNA matrix and QC samples using Eu, Ga 
and no internal standard. 
Sample set  %RSD
  No IS  Eu as IS Ga as IS 
45 µg DNA matrix‐ 3 samples  6.83%  7.96% 8.00% 
90 µg DNA matrix‐ 8 samples  7.13%  4.80% 4.68% 
QC (aqueous matrix)‐ 3 samples  5.17%  1.94% 4.57% 
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The precision was estimated by calculating the %RSD values for the Pt concentrations as can 
be seen  in Table 15. The results  indicate that the precision of Pt quantification was high and 
comparable with and without using internal standards. The similarity in %RSD between Eu and 
Ga  internal  standards  is  in agreement with  the  results of  the previous  study  (Section 2.2.4) 
that showed that Pt/Eu and Pt/Ga signal ratios were comparable and consistent in the various 
DNA matrix concentrations (Figure 23).  
By comparing the %RSD data (Table 15) and the relative errors in Pt concentration (Table 14) it 
can  be  seen  that  using  Eu  as  internal  standard  produced  data  of  high  accuracy  (based  on 
laboratory prepared standards) and precision. Ga, on  the other hand, produced  results with 
good precision but that were  less accurate than using Eu. This demonstrates that the type of 
the internal standard is critical for obtaining accurate and precise ICP‐MS results.   
In conclusion, the results show clearly that using Eu as an internal standard was better than Ga 
and  no  internal  standard  for  improving  the  accuracy  and  precision  of  Pt  quantification  in 
digested DNA  samples.    The  results of  this  experiment not only  confirm  the  suitability  and 
robustness  of  using  Eu  for  correcting  matrix  effects  in  low  and  high  DNA  matrix 
concentrations,  but  also  validate  its  use  as  internal  standard  with  aqueous  Pt  calibration 
standards  in quantifying Pt  in DNA. In addition, Eu was successful  in correcting errors related 
to slight changes  in  instrument conditions as demonstrated by  the enhanced  linearity of the 
calibration graphs. 
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2.3 Application  of  ICP­MS  for  the  determination  of  Pt­DNA  adduct 
formation and repair in human cells 
2.3.1 Introduction 
Previous  research  130,  131  carried  out  within  the  group  was  successful  in  detecting  DNA 
associated  Pt  formed  in  naked  ctDNA  following  treatment with  clinically  relevant  Pt‐based 
drug doses. In this research it was decided to carry out in vitro and in vivo studies to study Pt‐
DNA adduct  formation and  repair  in human cells. These  studies were carried out  in parallel 
with  the  ICP‐MS method  development  and  validation  experiments presented  earlier  in  this 
chapter. The aim of these  in vitro and  in vivo studies was to demonstrate the sensitivity and 
applicability of the ICP‐MS method in detecting and quantifying the potentially lower levels of 
Pt associated with DNA within the cellular environment of the human cell.  
2.3.2 Determination  of  in  vitro  Pt­DNA  adduct  formation  and  repair  in 
human lung cancer cells following treatment with cisplatin. 
For the Pt drug to bind to DNA  in  intact cells  it has to cross barriers such as the cell and the 
nucleus  membranes  which  might  limit  the  percentage  of  drug  forming  DNA  lesions. 
Furthermore, non‐specific binding of Pt drugs with cell proteins, RNA, glutathione and other 
cell  components  will  further  decrease  the  number  of  drug  molecules  available  for  DNA 
binding.  Therefore,  the  aim of  this  study was  to  test  if  the  ICP‐MS method was  capable of 
detecting  Pt‐adducts  in  samples  containing  DNA  extracted  from  human  cancer  cell  lines 
treated  in  vitro with  cisplatin.  Another  aim was  to monitor  Pt‐DNA  adduct  formation  and 
repair  in  cisplatin‐resistant  and  ‐sensitive  cancer  cell  lines  and  to  investigate  their  role  in 
cytotoxicity and cell resistance. 
2.3.2.1 Experimental details 
Two lines of human non‐small cell lung cancer (NSCLC) cells, A549 and H23, used in this study 
were purchased  from  the American Type Culture Collection  (ATCC, USA). A previous  in vitro 
study 120  investigated the susceptibility of these cell  lines to cisplatin treatment  in a panel of 
four cell  lines by a clonogenic assay. Briefly, cisplatin‐treated and untreated cells  from each 
cell  line  were  incubated  in  drug‐free media  until  colonies  could  be  clearly  seen,  and  the 
number of  colonies of  the drug‐treated  cells  compared  to  those of  the untreated  cells was 
counted.  Results  showed  that  A549  cells  had  the  least  cisplatin‐induced  inhibition  of  cell 
proliferation i.e. were more resistant to cisplatin, whereas H23 cell proliferation was the most 
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inhibited  i.e.  were more  sensitive  to  cisplatin.  Therefore,  A549  and  H23  were  considered 
suitable in vitro models for studying Pt‐DNA adduct formation and repair in cancer cells.  
Cell culture conditions 
The passage numbers of  the A549 and H23 cell  lines at  the  time  this  study was carried out 
were 68 and 27, respectively. The cells stored in liquid nitrogen were thawed in a water bath 
at 37°C for 2 min to resuscitate them.  Cells were then transferred from their vials into 150 cm2 
cell  culture  flasks  containing pre‐warmed growth medium and  then  they were  incubated at 
37°C in a 5% CO2 atmosphere. The media were changed after 24 hours to remove DMSO which 
was used as cryoprotectant during storage  in  liquid nitrogen due to the toxicity of DMSO on 
the cells above 4°C. The cells were continued in incubation and left to grow for 1 week.   
The  cells  were  then  sub‐cultured  to  get  a  sufficient  number  of  cells  for  treatment  with 
cisplatin.  Thus, the media was discarded and the cells in each flask were washed with 20 ml of 
Phosphate  Buffered  Saline  (PBS)  (Sigma‐Aldrich,  Poole,  UK)  followed  by  adding  5  ml 
trypsin/EDTA  (Sigma‐Aldrich, Poole, UK)  to detach  the cells. The  flasks were  returned  to  the 
incubator for 2‐3 minutes and then examined under a microscope to ensure full detachment 
from  the  surface of  the  flask.     10 ml of media were  added  to  each  flask  to  inactivate  the 
trypsin  and  then  the  cell  suspensions were  transferred  to  20 ml  universal  flasks.  The  cell 
suspensions were then centrifuged at 1500 rpm for 5 minutes at 4°C and the supernatant was 
discarded. The cell pellets were then re‐suspended in 5 ml media and then 10 µl was used to 
carry  out  a  cell  count  under  the  microscope  using  a  haemocytometer  (Weber  Scientific 
International Ltd., UK). Volumes equivalent to 5x106 cells were then transferred  into 150 cm2 
flasks to prepare 4 flasks from each of A549 and H23 cells. The 8 flasks were then  incubated 
for 24 hours to allow the cells to attach to the surface of the flasks so they could be treated 
with cisplatin on the next day. 
Drug treatment of cells 
A 1 mg/ml cisplatin solution for i.v. infusion (Teva UK Ltd) was used to prepare 50 µM cisplatin 
in media. Figure 29 shows a diagram representing an overview of  the cell culture  treatment 
with cisplatin carried out in this study.  Following the 24‐hour incubation time the media in all 
flasks were discarded and were replaced with fresh media in 2 flasks for each cell line so they 
could be processed as controls (Figure 29). The other 4 flasks, 2 for each cell line, were treated 
with  the 50 µM cisplatin  in media  (Figure 29). The  flasks were  returned  to  the  incubator  to 
allow  1  hour  drug  treatment  time.  Following  the  1  h  incubation,  1  control  and  1  cisplatin‐
treated culture  from each cell  line were harvested by typsinsation and collected  in universal 
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flasks for subsequent DNA extraction. These cells were used to study adduct formation at 0 h 
recovery  time  (Figure  29).  The  control  and  the  cisplatin  media  in  the  other  flasks  were 
discarded  and  replaced with  fresh media  containing  no  drug  and  left  in  the  incubation  to 
recover  for  further 6 h. These  cells were used  to  study adduct  formation and  repair at 6 h 
recovery  time  as  these  cells  were  reported  to  have maximum  cisplatin‐induced  cross‐link 
formation measured by Comet  assay  at  around 6 h.  120 After  the  incubation  the  cells were 
harvested by trypsinisation for subsequent DNA extraction. 
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Figure 29 Treatment of A549 and H23 cells with cisplatin in vitro.
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DNA extraction 
DNA was extracted  from  the cells using QIAGEN Blood & Cell Culture DNA Kit  from QIAGEN 
(Crawley, UK). The kit contained the following buffers: Cell Lysis Buffer (Buffer C1), Digestion 
Buffer  (Buffer  G2),  Equilibration  Buffer  (Buffer  QBT), Wash  Buffer  (Buffer  QC)  and  Elution 
Buffer (Buffer QF). The composition of each buffer is detailed in Table 40 in Appendix A. 
The DNA  extraction was  carried  out  on  the  harvested  cells  of  the  8  cell  cultures  shown  in 
Figure  29  according  to  manufacturer’s  procedure.  Thus,  the  harvested  cell  pellets  were 
washed twice with PBS and re‐suspended  in 2 ml PBS. 2 ml of  ice‐cold Buffer C1 and 6 ml of 
ice‐cold  distilled water were  added  to  lyse  the  cells  and  then mixed  by  inverting  the  tube 
several times followed by incubation for 10 min on ice. The lysed cells were then centrifuged 
at 4°C for 15 min at 3000 rpm and the supernatant was discarded. 1 ml of  ice‐cold Buffer C1 
and  3  ml  of  ice‐cold  distilled  water  were  then  added  and  the  pelleted  nuclei  were  re‐
suspended by vortexing. The samples were then centrifuged again at 4°C for 15 min at 3000 
rpm and  the supernatant was discarded. 3 ml of Buffer G2 were added and  the nuclei were 
completely re‐suspended by vortexing for 10‐30 seconds at maximum speed. 95 µl of QIAGEN 
Protease was added and nuclei samples were incubated at 50 °C for 60 min. QIAGEN Genomic‐
tip 100/G was equilibrated with 4 ml of Buffer QBT and allowed to empty by gravity flow. The 
samples were vortexed for 10 seconds at maximum speed and then loaded on the equilibrated 
QIAGEN Genomic  tip. Once  the samples were passed  though  the  tips,  the  tips were washed 
with 5 x 5 ml of Buffer QC. The genomic DNA was eluted with 5 ml of Buffer QF which was pre‐
warmed to 50 °C. The DNA was precipitated by adding 3.5 ml room temperature isopropanol 
to  the  eluted  DNA.  The  precipitated  DNA  was  recovered  by  mixing  and  centrifuging 
immediately  at  4000  rpm  for  30  min  at  4°C  and  the  supernatant  was  discarded.  The 
centrifuged DNA pellet was washed with 1.5 ml of cold 70% ethanol and then transferred to 
1.5 ml  tubes.  After  brief  vortexing  the DNA  pellets were  centrifuged  at  14000  rpm  for  10 
minutes at 4°C. The supernatant was removed and then the DNA was air dried for 10 min and 
re‐suspended in 100 µl water. The samples were then left on rotary shaker in a cold room for 
24 hours in order to dissolve the DNA. 
Determination of DNA concentration from UV absorbance. 
The DNA concentration and purity were determined using UV absorbance at 260 nm and 280 
nm. 5 µl aliquots were  taken  from  the DNA  samples and diluted  in appropriate volumes of 
water so that the UV readings were between 0.1 and 1.0 which  is the  linear range of Beer’s 
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law.  The purity was assessed by the calculating the A260/A280 ratio. This ratio is ideally 1.8 for 
high purity DNA samples. DNA concentration was calculated using the formula: 
1000
50 x DF x A μg/μl  DNA 260  
Where DF  is the Dilution Factor used for diluting the DNA aliquots before measuring the UV 
absorbance. The absorbance was multiplied by 50  in the equation since 50 µg/ml of double‐
stranded DNA has an absorbance of 1 at 260 nm wavelength. 
Sample digestion and ICP‐MS analysis 
The DNA samples were digested as described earlier in section 2.2.1.5 except that the volume 
of DNA used for digestion was 30 µl and the reconstitution volume was 200 µl 2% HNO3.  
Pt calibration standards in 2% HNO3 were prepared with a concentration range of 0‐2.9 ppb Pt. 
The  digested  samples  and  Pt  calibration  standards  were  run  on  the  ICP‐MS  and  the  Pt 
intensities were  recorded. The Pt  concentrations  in  the DNA  samples were  calculated using 
the calibration data. The instrument conditions and ICP‐MS method details used for this study 
were the same as presented in Table 5 and Table 6. The low resolution peak jump mode, with 
19 passes per run and 3 runs per sample was used to measure 195Pt. 
The  number  of  DNA  nucleotides  and  the  number  of  Pt  adducts  per  DNA  nucleotide  was 
calculated using the calculations summarised in section 2.2.1.5. The DNA concentrations used 
to  calculate  the  number  of  DNA  nucleotides were  determined  based  on  the  UV  data.  No 
internal standard was used  in this study since  it was carried out before  it was decided to use 
an internal standard for Pt quantification in DNA. 
2.3.2.2 Results 
The UV absorbance and DNA concentration data are  shown  in Table 16. The high A260  /A280 
ratio indicated the high purity of the DNA samples and that the DNA samples contained no or 
very  low protein content. Although  similar numbers of cells were used  for both cell  lines  in 
each treatment (5x106 cells), the DNA yield of the A549 was higher. This was attributed to the 
difference in the doubling time (A549= 22 h, H23= 38 h) since the cells were incubated for 24 
hours before they were treated with cisplatin and harvested. 
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Table 16 UV absorbance data and concentrations of the DNA samples extracted from the cisplatin‐treated and 
control cell cultures of the H23 and A549 cell lines. 
Sample  A 260 A 280  A 260 /A280 
ratio  
DF DNA concn. 
(mg/ml) 
Extracted DNA mass 
(µg) 
A549 0hr  0.592  0.344  1.72 40 1.19 119 
A549 6hr  0.515  0.311  1.66 60 1.53 153 
A549 0hr Cisplatin  0.607  0.355  1.71 40 1.22 122 
A549 6hr Cisplatin  0.678  0.385  1.76 40 1.37 138 
H23 0hr  0.363  0.211  1.72 40 0.73 73 
H23 6hr  0.076  0.039  1.95 40 0.17 17 
H23 0hr Cisplatin  0.788  0.470  1.68 20 0.76 76 
H23 6hr Cisplatin  0.356  0.203  1.75 40 0.74 74 
 
The ICP‐MS calibration data showed excellent  linearity (Appendix A).   It should be noted that 
at the stage this study was carried out, Eu had not been yet  investigated and selected as an 
internal standard for Pt. The ICP‐MS results and the corresponding number of Pt‐adducts per 
106 nucleotides of the DNA samples extracted from the A549 and H23 cells are shown in Table 
17.  The  results  show  that  it  was  possible  to  determine  Pt  levels  in  all  the  DNA  samples 
extracted  from  the  cells  that were  treated with  cisplatin  (Table 17). The Pt  intensities  from 
DNA of the control samples were similar or lower than those of the digested blank samples (no 
DNA) indicating that no detectable levels of Pt were present in the DNA of any of the control 
cells. The success of the Pt quantification in all DNA samples of the cisplatin treated cells using 
DNA amounts as low as 18 µg demonstrates the high sensitivity of the ICP‐MS method and its 
capability  for quantifying Pt‐adducts  in  samples containing DNA extracted  from human cells 
treated in vitro with cisplatin. 
Table 17  ICP‐MS data and  the number of Pt‐adducts per 106 nucleotides  for DNA  samples extracted  from  the 
control and cisplatin treated H23 and A549 cells. 
Sample 
 
195Pt 
signal 
(cps) 
Pt concn. 
(ppb) 
DNA concn. 
after 
reconstitution 
(mg/L) 
Volume of 
DNA 
digested 
(µl) 
Mass of 
DNA 
digested 
(µg) 
No. of 
nucleotides/L 
No of Pt‐
adducts/L 
No. of Pt‐
adducts per 
106 
nucleotide 
Digested blank 1  4365 0   0.0 0 0.00E+00 0.00E+00  0.00
Digested blank 2  4041 0   0.0 0 0.00E+00 0.00E+00  0.00
Digested blank 3  5044 0 (‐0.01)  0.0 0 0.00E+00 0.00E+00  0.00
Digested blank 4  5253 0 (‐0.01)  0.0 0 0.00E+00 0.00E+00  0.00
A549 control 0h  3902 0 (‐0.01)  178.0 30 36 3.49E+20 0.00E+00  0.00
A549 control 6h  4612 0   229.4 30 46 4.49E+20 0.00E+00  0.00
A549 cisplatin 0h  557584  1.09  183.0 30 37 3.58E+20 3.36E+15  9.38
A549 cisplatin 6h  615328  1.20  206.2 30 41 4.04E+20 3.72E+15  9.20
H23 control 0h  4350 0   91.8 25 18 1.80E+20 0.00E+00  0.00
H23 control 6h  3247 0  0.0 0 0 0.00E+00 NA  NA
H23 cisplatin 0h  454032  0.88  113.6 30 23 2.22E+20 2.72E+15  12.3
H23 cisplatin 6h  240504  0.46  92.2 25 18 1.81E+20 1.41E+15  7.81
 
Figure 30 shows the amount of DNA associated Pt‐adducts determined  in the H23 and A549 
after 0 and 6 h  recovery  time  following  the 1 h  treatment with cisplatin. The H23 cells data 
shows that the number of Pt‐adducts after 6 h recovery time was lower than that at 0 h. This 
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difference suggested that a significant percentage of the Pt‐DNA adducts were repaired by the 
cisplatin‐sensitive H23 cells. On the other hand, the cisplatin‐resistant A549 cells did not show 
any evidence of adduct repair since the number of the Pt‐adducts was comparable after 0 and 
6 hour recovery times. The percentages of repair  in both cell  lines are represented  in Figure 
31. The results presented in Figure 30 shows also that the number of adducts varied between 
A549  and  H23  cells.  The  number  of  Pt‐adducts  determined  directly  after  the  cisplatin 
treatment in H23 cells was higher than that in A549 cells. However, after the 6 hours recovery 
time  the number of Pt‐adducts  in the H23 sample dropped  to a  lower  level than that of  the 
A549 sample whose levels almost did not change (Figure 31). 
 
 
Figure 30 The number of Pt‐adducts per DNA 106 nucleotides determined by  ICP‐MS  for A549 and H23 human 
lung cancer cells treated in vitro with 50 µM cisplatin for 1 hour.  
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Figure 31 Percentage of  repair  in A549 and H23 cell  lines after 6 hours  recovery  time  following 1 hour 50 µM 
cisplatin treatment. 
The results of this study suggests that A549 and H23 differ in the level of Pt adduct formation 
after cisplatin treatment as well as in their ability to repair their Pt‐DNA cross‐links. The results 
indicate  that  cisplatin‐resistant  cells  A549  formed  fewer  Pt‐DNA  adducts  initially  but were 
unexpectedly  less  efficient  in  removing  Pt‐DNA  lesions.  On  the  other  hand,  the  cisplatin‐
sensitive H23  cells  formed a  larger number of adducts but were more efficient  in  repairing 
them.  These  results  were  unexpected  based  on  the  premise  that  higher  sensitivity  is 
associated with  lower  capacity  to  repair adduct.   Therefore,  the  reported  sensitivity of H23 
cells  could  be  due  the  potential  of  these  cells  to  form  higher  numbers  of  Pt‐DNA  adducts 
initially, which may  trigger  apoptosis,  even  though  the  cells  are  able  to  repair  a  significant 
number of these adducts at later stages.  
The  results of  this  study  are  in  agreement with  a  recent  study  120  that  investigated  adduct 
formation and  repair  in A549 and H23 cells,  in addition  to other cell  lines, using  the Comet 
assay.  The  study  showed  that A549  cells had  a higher percentage of  cell  survival  following 
treatment with cisplatin although they were  less efficient  in repairing their Pt‐DNA crosslinks 
compared  to H23  cells.  120  This was  explained  by  the  possibility  that  the  cisplatin‐resistant 
A549 cells are able to tolerate/bypass the induced DNA lesions and continue performing their 
cellular  functions  such  as  cell  replication.  120  Another  explanation  suggested  was  that  the 
cisplatin‐sensitive  cells  are  removing  the  adducts  and  repairing  the  damage  but  that  they 
might  not  be  repairing  the DNA  damage with  high  fidelity.  Consequently,  this  ‘‘misrepair’’ 
could prove to be  lethal at  later times. 120 These reports provide another explanation for the 
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high repair percentage of Pt‐DNA adducts observed in the cisplatin‐sensitive H23 cells (~30%). 
They also suggest that the major mechanism for resistance in the A549 cells may be due to a 
lesion tolerance mechanism and not due to DNA adduct repair and therefore may explain why 
only ~3% of the adduct was repaired. 
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2.3.3 Determination  of  in  vivo  Pt­DNA  adduct  formation  and  repair  in 
leukocytes isolated from blood samples of cancer patients undergoing 
Pt­based drug chemotherapy. 
Following  the success of determining  in vitro Pt‐DNA adduct  formation and  repair  in human 
cells,  it was  decided  to  determine  Pt‐DNA  adduct  formation  and  repair  using  clinical  DNA 
samples  obtained  from  blood  leukocytes  of  cancer  patients  undergoing  Pt‐based  drug 
chemotherapy. The aim was to test the performance of the ICP‐MS method using real samples 
and to evaluate the reliability of the method for clinical applications. Another aim was to try to 
find out  if there  is a relationship between the  levels of  in vivo Pt‐DNA adduct formation and 
repair in normal tissue such as leukocytes and the clinical outcome of the treatment in terms 
of  side  effects  and/or  efficacy.  Establishing  such  a  relationship  can  be  used  in  developing 
blood‐based  assays  that  have  the  potential  to  predict  the  outcome  of  Pt‐based  drug 
chemotherapy and personalise the treatment for individual patients. 
Two approaches have been used in this research for the determination of DNA associated Pt in 
clinical  samples.  Since  the  number  of  DNA  nucleotides  could  be  determined  using  the  P 
concentration data obtained by the  ICP‐MS or using the DNA concentration obtained by UV, 
two values for Pt‐adducts per nucleotides could be obtained per sample. Therefore one of the 
aims  of  the  studies  presented  in  this  section  was  to  compare  both  approaches  and  to 
investigate  their  reliability  for  the  determination  of  DNA  associated  Pt  in  a  clinical 
environment. 
The  studies  involving  the  clinical  samples  were  carried  out  in  two  stages.  The  first  stage 
involved analysing test clinical DNA samples obtained from 11 patients, pre‐ and 1 h post‐drug 
infusion, in order to establish the viability of the ICP‐MS method in quantifying in vivo Pt levels 
in DNA extracts  from cancer patients treated with Pt‐based drug chemotherapy. The  ICP‐MS 
method  at  that  stage  did  not  involve  the  use  of  an  internal  standard  since  the  internal 
standard selection and validation experiments had not yet been carried out. The second stage 
involved analysing DNA samples  from a pilot clinical study with a  larger number of patients, 
n=30, and at 3 time points, pre‐, 1 h post‐ and 24 h post‐infusion so that in vivo Pt‐DNA adduct 
formation as well as repair could be monitored. The  ICP‐MS method used for the pilot study 
employed  Eu  as  an  internal  standard.  In both  studies  the  results of  the  ICP‐MS  assay were 
compared with clinical notes of the patients in order to identify potential correlation between 
Pt‐DNA adduct formation and repair and clinical outcome.  
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2.3.3.1 ICP­MS studies using test clinical samples from n=11 patients. 
The  clinical  DNA  samples  used  in  these  studies  were  extracted  from  22  blood  leukocyte 
samples, 11 pre‐ and 11 post‐drug infusion, obtained from 11 cancer patients (A‐K) undergoing 
Pt‐based drug chemotherapy. Two ICP‐MS analyses were carried out for determination of Pt‐
adducts  using  these  samples.  An  initial  analysis  was  performed  using  10  DNA  aliquots 
containing  <5  µg  DNA  which  were  used  originally  as  working  solutions  for measuring  UV 
absorbance.  These  samples  were  analysed  as  a  test  batch  to  make  sure  everything  was 
working with regards to the experimental set up. The subsequent analysis was the main  ICP‐
MS analysis which used the total amounts of DNA of all the pre‐ and post‐infusion samples of 
the patients (A‐K).  
Experimental details 
Collection of blood samples from patients 
Ethical approval for the study was granted by the Leicestershire and Rutland Research Ethics 
Committee  (no.  6106).  After  obtaining  informed  consent,  10‐15  ml  blood  samples  were 
collected  from 11 patients  (A‐K) undergoing  treatment with different Pt‐based  combination 
chemotherapy  at  two  time  points,  pre‐infusion  and  1  h  post‐infusion,    and  at  different 
treatment cycles.   The patients were  treated with either FOLFOX  (5‐fluorouracil,  folinic acid 
and oxaliplatin) or ECX (epirubicin, cisplatin and capecitabine) combination chemotherapy. The 
notional Pt drug doses for each of these regimens were 85 mg/m2 every 2 weeks, 12 cycles, for 
oxaliplatin in FOLFOX combination, and 50 mg/m2 every 3 weeks, 6 cycles, for cisplatin in ECX 
combination.  The  22  collected  blood  samples  (11  pre‐infusion  and  11  post‐infusion) were 
labelled with a letter unique to each patient and a number to identify the chemotherapy cycle 
the patient was on when the blood sample was collected. For example, A2 refers to a sample 
collected  from  patient  A  on  their  second  chemotherapy  cycle.  Blood  was  taken  in  vials 
(SARSTEDT, Germany) containing sufficient potassium EDTA to achieve a concentration of 1.2 ‐ 
2  mg  EDTA/ml  blood  after  collection.  Samples  were  kept  at  room  temperature  and  the 
leukocytes were isolated as quickly as possible.  
Leukocytes isolation and DNA extraction 
Leukocytes were isolated using Ficoll‐Paque PLUS (GE Healthcare, UK). The blood was diluted 
with an equal volume of RPMI 1640 media (Sigma‐Aldrich, UK) and then 10 ml of the blood / 
RMPI mixture was carefully layered on top of 12 ml Ficoll‐paque PLUS and centrifuged at 1700 
rpm for 30 minutes at room temperature. The inter‐phase layer containing the leukocytes was 
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collected with a Pasteur pipette and was washed twice in RPMI 1640 media and adjusted to a 
final volume of about 1 ml. The number of leukocytes in the samples was then determined by 
aliquoting 10 µl from the leukocyte samples into a haemocytometer and counting the number 
of cells under a microscope.  The samples were then stored at ‐80 ⁰C in RPMI media containing 
20% FCS and 10% DMSO. 
The DNA was extracted from the  leukocytes as mentioned  in section 2.3.2.1. Aliquots of 5 µl 
DNA were taken from the extracted DNA samples and diluted in water to prepare the working 
samples used for the determination of DNA concentration by UV (section 2.3.2.1).  10 of these 
UV working  samples  (pre‐ and post‐infusion  samples of patients A‐E)  containing <5 µg DNA 
were analysed later on the ICP‐MS as a test batch. 
DNA digestion 
The DNA samples were digested, evaporated till dryness and reconstituted in 300 µl 2% HNO3 
according to the procedure detailed in section 2.2.1.5. The amounts of DNA and reagents used 
in the digestion of the samples containing <5 µg DNA samples and the samples containing the 
total amounts of DNA are presented in Table 18 and Table 19, respectively. 
Table  18  Amounts  of  DNA  and  reagents  used  for  the  digestion  of  the  10  samples  containing  <5  µg  of DNA 
obtained from patients A‐E.  
Pr
e‐i
nf
us
io
n  Sample.Cycle 
DNA 
concentration‐
UV (µg/µl) 
 
DNA 
solution (g) 
DNA mass‐
UV (µg) 
70% HNO3 
(µl) 
30% H2O2 
(µl) 
2% HNO3 Reconstitution 
solution (g) 
A2  0.0377  0.0901 3.4 72 72 0.3325 
B2  0.0020  0.0890 0.2 72 72 0.3336 
C6  0.0352  0.0885 3.1 72 72 0.336 
D6  0.0230  0.0881 2.0 72 72 0.3334 
E1  0.0341  0.0900 3.1 72 72 0.331 
Po
st
‐in
fu
si
on
 
Sample.Cycle 
DNA 
concentration‐
UV (µg/µl) 
DNA 
solution (g) 
DNA mass 
(µg) 
70% HNO3 
(µl) 
30% H2O2 
(µl) 
2% HNO3 Reconstitution 
solution (g) 
A2  0.0510  0.0884 4.5 72 72 0.3316 
B2  0.0003  0.0895 0.0 72 72 0.3315 
C6  N/A  N/A N/A N/A N/A N/A 
D6  0.0000  0.0890 0.0 72 72 0.3353 
E1  0.0098  0.0862 0.8 72 72 0.3333 
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Table 19 Amounts of DNA and  reagents used  in digestion of  the samples containing  the  total amount of DNA 
extracted from the 22 patients’ pre‐ and post‐infusion blood samples. 
ICP­MS analysis and data processing 
The instrument conditions were the same as presented in Table 5 except that 80 µl/ min was 
used as a sample uptake rate, and  low and medium resolution modes were used to scan for 
195Pt and 31P, respectively. 10 passes per run and 3 runs per sample were used to measure 195Pt 
and 31P signals. 
Seven calibration standards containing Pt (0.00  ‐0.43 ppb) and P (0.0  ‐ 2.00 x 104 ppb)  in 2% 
HNO3  were  run  at  the  start  of  each  analysis  to  calculate  Pt  and  P  concentrations  in  the 
analysed DNA samples. 
The number of DNA nucleotides determined by ICP‐MS, which was used for calculation of Pt‐
DNA  adduct  formation, was  calculated  from  P  concentration  data  considering  that  each  P 
atom  represents  one DNA  nucleotide.  The  equation  used  to  calculate  the  number  of DNA 
nucleotides from the P data is shown below: 
 No. of nucleotides/ litre =  

 

  numbersAvagadro'
974.30
001.0lmg P )] /([  
The DNA masses determined by  ICP‐MS, which was used  for  comparison with DNA masses 
determined by UV, were calculated based on the fact that P comprises about 10% by  mass of 
the DNA since  the atomic mass of P  (30.97)  is approximately 1/10 of  the average molecular 
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Sample.Cycle 
DNA 
concentration‐
UV (µg/µl) 
DNA 
solution 
(g) 
DNA mass‐
UV (µg) 
70% HNO3 
(µl) 
30% H2O2 
(µl) 
2% HNO3 Reconstitution 
solution (g) 
A2  0.75  0.0408 30.7 30 30 0.3026 
B2  0.04  0.0433 1.8 30 30 0.3038 
C6  1.41  0.0379 53.3 30 30 0.2994 
D6  0.46  0.0376 17.3 30 30 0.3047 
E1  1.36  0.0368 50.2 30 30 0.3050 
F3  0.80  0.0356 28.5 30 30 0.3069 
G4  0.55  0.0350 19.3 30 30 0.3052 
H1  1.07  0.0365 39.1 30 30 0.3030 
I3  0.36  0.0389 14.1 30 30 0.3057 
J3  0.79  0.0386 30.6 30 30 0.3006 
K2  0.84  0.0347 29.2 30 30 0.3033 
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Sample 
DNA 
concentration‐
UV (µg/µl) 
DNA 
solution 
(g) 
DNA mass‐
UV (µg) 
70% HNO3 
(µl) 
30% H2O2 
(µl) 
2% HNO3 Reconstitution 
solution (g) 
A2  1.02  0.0828 84.5 80 80 0.3040 
B2  0.01  0.0883 0.6 80 80 0.3085 
C6  0.02  0.0999 2.2 80 80 0.3042 
D6  0.00  0.0910 0.1 80 80 0.3057 
E1  0.20  0.0846 16.5 80 80 0.3074 
F3  0.33  0.0901 29.8 80 80 0.3082 
G4  0.15  0.0918 13.8 80 80 0.3033 
H1  0.07  0.0786 5.6 80 80 0.3021 
I3  0.27  0.0893 24.4 80 80 0.3055 
J3  0.23  0.0800 18.6 80 80 0.3058 
K2  0.15  0.0741 10.9 80 80 0.3041 
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weight  of  a  polymerised  (DNA  incorporated)  nucleotide  (307.61).  Therefore  the  following 
equation was used for DNA mass determination by ICP‐MS 
 DNA mass by ICP‐MS (µg) = [P µg/l] x sample volume (l) x 307.61/30.97 
The number of DNA nucleotides based on the UV data was determined using the calculation 
summarised  in  section  2.2.1.5.  The  DNA  mass  was  then  calculated  based  on  the  DNA 
concentration (from the UV data) and the volume of DNA solution used. 
Results 
Total  number  of  leukocytes  in  the  clinical  samples  in  addition  to  UV  absorption  data, 
concentrations and amounts of the DNA extracted from these samples are shown in Table 20. 
Table 20 Number of  leukocytes, UV data and DNA concentrations of the 22 test clinical samples obtained from 
the patients pre‐ and post‐infusion. 
 
Table  20  shows  that  the  number  of  leukocytes  in  the  post‐infusion  samples was  generally 
lower  than  that  in  the  pre‐infusion  samples.  A  possible  reason  for  the  drop  in  leukocyte 
number  in  the post‐infusion  samples  is  that patients are usually adequately hydrated when 
they  receive  Pt‐based  drug  chemotherapy  to  ensure  good  urinary  output  and  minimise 
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Sample.Cycle 
Blood 
sample 
volume 
(ml) 
Total number 
of 
lymphocytes 
x106  A260  A280  A260/A280  DF 
DNA 
concentration 
(µg/µl) 
DNA 
yield 
(µg) 
A2  10  1.2  0.753 0.456 1.65 20 0.75  75.3
B2  8  21  0.814 0.487 1.67 1 0.04  4.1
C6  10  21  0.704 0.423 1.66 40 1.41  140.7
D6  10  21  0.460 0.272 1.69 20 0.46  46.0
E1  15  3.2  0.682 0.424 1.61 40 1.36  136.4
F3  15  25  0.801 0.407 1.97 20 0.80  80.1
G4  10  34  0.551 0.344 1.60 20 0.55  55.1
H1  15  24  1.071 0.660 1.62 20 1.07  107.1
I3  8  29  0.361 0.247 1.46 20 0.36  36.1
J3  15  35  0.793 0.549 1.44 20 0.79  79.3
K2  10  36  0.843 0.520 1.62 20 0.84  84.3
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Sample.Cycle 
Blood 
sample 
volume 
(ml) 
Total  number 
of 
lymphocytes 
x106  A260  A280  A260/A280  DF 
DNA 
concentration  
(µg/µl) 
DNA 
yield 
(µg) 
A2  13  1.3  1.020 0.637 1.60 20 1.02  102.0
B2  12  3.7  0.136 0.089 1.53 1 0.01  0.7
C6  15  0.9  0.435 0.259 1.68 1 0.02  4.4
D6  10  1.3  0.014 0.010 1.32 1 0.00  0.1
E1  7.5  2.3  0.195 0.118 1.66 20 0.20  19.5
F3  15  20  0.330 0.222 1.49 20 0.33  33.0
G4  15  1.6  0.150 0.101 1.49 20 0.15  15.0
H1  10  4  0.071 0.051 1.40 20 0.07  7.1
I3  15  1.6  0.273 0.189 1.44 20 0.27  27.3
J3  15  6  0.232 0.164 1.42 20 0.23  23.2
K2  15  22  0.147 0.094 1.57 20 0.15  14.7
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nephrotoxicity.  This  hydration might  have  resulted  in  an  increase  in  blood  volume  and  a 
dilution of blood cell concentrations. It can also be noticed that there is a large variation in the 
numbers of cells per sample between different patients which could be due to health status of 
cancer patients and the stage of chemotherapy they were at when the sample was taken. The 
disease  itself,  and  the  chemotherapy,  are  both  known  to  adversely  affect  blood white  cell 
counts.  
According to the manufacturer of the DNA extraction kit, a 1 ml blood sample with a typical 
number of leukocytes (i.e. 5 x 106 WBC’s /ml) should yield 15‐20 μg of DNA 143. However, the 
DNA  yield  data  shows  a wide  range  in  DNA  amounts when  normalised  to  the  number  of 
leukocytes. Some samples yielded unexpectedly higher DNA amounts from less than 5 million 
cells.  This  can be  seen  clearly  in  the pre‐infusion  samples A2  and  E1  and  the post‐infusion 
sample A2 which yielded 75, 136 and 102 μg DNA, respectively (Table 20). On the other hand, 
samples with higher number of cells yielded DNA amounts  lower  than expected such as  the 
pre‐infusion sample B2. This variation in DNA yields per number of cells could have been due 
to an error  in cell counting resulting  in under‐/over‐estimation of cell numbers. Cell counting 
was carried out by taking aliquots from the isolated 1 ml leukocytes fraction and counting the 
number  of  cells  under  a  microscope  in  a  volume  equivalent  to  10‐4  ml  using  a 
haemocytometer. This procedure is subject to sampling error because only a few cells in the 1 
ml sample are counted and therefore an incorrect representation of the total number of cells 
in the whole sample might occur.   Another reason that might have resulted  in a variation  in 
DNA yields per cell number was  the manual multi‐step DNA extraction procedure employed 
which could have affected the reproducibility of the DNA yields. Implementing an automated 
DNA extraction system would improve the reproducibility of the yields and eliminate operator 
related errors since exactly the same extraction conditions and steps would be applied to all 
samples.  It should be noted, however, that the quantification of Pt (and P)  levels  in the DNA 
samples is not dependent on the number of cells since it is calculated as number of Pt‐adducts 
per  nucleotide  not  per  cell.  Therefore  any  error  in  cell  counting  should  not  affect  the  Pt 
quantification  results.  Moreover,  cell  counting  has  no  effect  on  the  comparison  in  DNA 
quantifications between UV and ICP‐MS (P data) as this was done for the same DNA samples.  
A  further  reason  that  could  have  contributed  to  the  variability  in  measured  DNA  yields 
between  samples  is  the  effect  of  using water  as  the  solvent  for  the DNA  samples  and  for 
measuring the DNA concentration by UV spectrophotometry. A study 144 examining the effect 
of  sample  solvent  on  UV  reproducibility  of  A260  values,  which  is  the  absorbance  used  to 
calculate  the  DNA  concentrations,  found  that  using  water  as  a  solvent  for  DNA  samples 
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resulted  in  a  variation  of  up  to  14%  in  A260  readings.  144  Such  a  variation  was  related  to 
differences in water pH caused by the solvation of CO2 from air. In contrast, the study showed 
that A260 values measured  in  low‐salt alkaline buffer were very reproducible. The use of salts 
and buffers was avoided  in  the  ICP‐MS analyses presented  in  this  thesis  in order  to prevent 
any potential sources of ion suppression that might affect the results. 
The purity of the DNA samples was assessed by measuring the A260/A280 ratio. A DNA sample 
with a ratio of about 1.8  is generally considered a pure DNA sample with no contamination. 
DNA  samples  with  significantly  lower  ratios might  indicate  a  contamination  with  proteins 
which have a maximum absorption at 280 nm. The A260/A280  ratio  is also dependent on  the 
solvent  type with water resulting  in high variations  in readings and  lower ratios.  144 Samples 
with pure DNA dissolved in water had ratio values between 1.65 and 1.75 compared to values 
of 1.85 for samples dissolved  in  low salt alkaline buffer. 144 For this reason  it was decided to 
consider samples with ratios of 1.6 as high‐purity DNA samples with no protein contamination.  
Most  of  the  pre‐infusion  samples  had  ratios  higher  than  1.6  (Table  20)  indicating  the  high 
purity of the DNA samples. On the other hand, post‐infusion samples had slightly lower ratios 
(Table  20) which  could  indicate  some  low  degree  of  contamination with  proteins  or  other 
contaminants. However,  Liu  et  al.  114    reported much  lower  purity  ratios  for DNA  samples 
extracted  from  blood  samples  of  patients  on  oxaliplatin  chemotherapy  and  suggested  the 
reason for this is a formation of complex or strong associations between proteins and DNA. An 
in vitro cell  study by Woynarowski et al.  145 also  reported  similar  findings.   Therefore cross‐
linking between DNA and small amounts of proteins may be the reason for the slightly  lower 
A260/A280 values for most of the post infusion DNA samples. 
ICP­MS results using < 5µg DNA 
The Pt and P  ICP‐MS calibration data used to calculate the concentrations of Pt and P  in the 
DNA  samples  containing  <5  µg  DNA  are  shown  in  Table  21  and  represented  in  Figure  32. 
Excellent  linearities were  observed  for  both  Pt  and  P  calibration  graphs  as  can  be  seen  in 
Figure 32. The detection  limits calculated using  the  standard error of  the calibration graphs 
were 4 ppt and 362 ppb for Pt and P respectively. 
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Table 21 Pt and P calibration data used for the quantification of Pt‐adducts in the DNA samples containing < 5µg 
DNA 
Standard  Pt Concn. (ppb)  195Pt (cps)  SD (cps) RSD % P Concn. (ppb) 31P (cps) SD (cps)  RSD %
Blank  0.0E+00  322  21 6.48 0.0E+00 28457  65  0.23
Standard 6  6.1E‐03  2822  12 0.42 2.9E+02 874123  5046  0.58
Standard 5  1.0E‐02  4340  38 0.87 4.7E+02 1362821  3757  0.28
Standard 4  1.2E‐01  47468  260 0.55 5.4E+03 15327176  107305  0.7
Standard 3  2.3E‐01  89824  316 0.35 1.1E+04 29082991  211097  0.73
Standard 2  3.2E‐01  130539  467 0.36 1.5E+04 42424466  133856  0.32
Standard 1  4.3E‐01  172920  445 0.26 2.0E+04 57326341  336716  0.59
 
 
The Pt  and P  ICP‐MS data, DNA masses  and number of Pt‐adducts per 106 nucleotides  are 
shown  in Table 22. The DNA quantification data  showed very good agreement between UV 
and ICP‐MS for all DNA samples. This agreement demonstrates the potential of using the ICP‐
MS  as  a  quantification  tool  for measuring  absolute  DNA  yields  in  low  DNA  concentration 
samples. However, the development of ICP‐MS based method for the accurate determination 
of DNA concentrations  is not  in the scope of this research but the focus of another research 
project 146 in the group.  
The LLOQ (equivalent to 5 times the digested blank signal) was 1.50 x 10‐2 ppb of Pt. Table 22 
shows that the Pt  levels  in the pre‐infusion samples was  lower than LLOQ. In contrast,  it was 
possible  to  quantify  Pt  levels  in  one  sample  in  the  post‐infusion  samples  (A2).  The  Pt 
concentration in this sample, containing 4.5 µg DNA, was 1.56 x 10‐2 ppb. This is equivalent to 
2.0 or  1.64  Pt‐adducts per  106 nucleotides depending whether  the  ICP‐MS or UV data was 
used, respectively. The capability of the ICP‐MS method to quantify in vivo Pt levels using such 
a small DNA amount demonstrates the excellent sensitivity of the method. Pt levels could not 
Figure 32 Pt and P calibration graphs used  for the quantification of Pt adducts  in the 10 patient DNA samples
containing < 5µg DNA 
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be quantified  in  the  rest of  the post‐infusion samples which was expected due  to  their very 
low amounts of DNA which were < 1 µg. 
Table 22 Pt and P  ICP‐MS data, DNA masses and number of Pt‐adducts per 106 nucleotides determined  in  the 
DNA samples containing < 5 µg DNA  
Following the success of this initial analysis in quantifying Pt levels using only ~5 μg of DNA, it 
was decided to proceed with quantifying Pt in all of the samples (A‐K) using the total amounts 
of DNA extracted from the blood samples. 
ICP­MS analysis using total amounts of DNA from patient samples 
The  ICP‐MS  calibration data used  to  calculate  the  concentration of Pt and P  in  the  samples 
containing the total amounts of DNA are shown in Table 43 in Appendix A. The calibration data 
for both Pt and P standards showed excellent  linearity  (r2= 0.9999 and 0.9997  respectively). 
The Pt detection  limit calculated using  the standard error of  the Pt calibration curves was 6 
ppt. 
The ICP‐MS data of the analysed samples and their corresponding Pt and P concentrations can 
be  seen  in  Table 23.  The blank  samples  run  alongside  the DNA  samples during  the  sample 
treatment and ICP‐MS analysis showed very low Pt intensities which resulted in low detection 
limits and  thus better assay sensitivities. The method detection  limit  (MDL) calculated using 
the  standard  deviation  of  the  digested  blank  samples  was  1.6  x  10‐3  ppb  Pt.  The  LLOQ 
corresponding  to  five  times  the  blank  signal  (using  the  average  of  the  four  blank  sample 
  Sample 
195Pt 
(cps) 
Pt concn 
(ppb)  31P (cps) 
P concn 
(ppb) 
DNA 
mass‐ ICP 
(µg) 
DNA 
mass‐UV 
(µg) 
Pt adduct 
per 106 
nucleotides 
(ICP) 
Pt adduct per 
106 nucleotides 
(UV) 
 
Blank 1 
(undigested 
H2O) 
246  0(‐4.30E‐04)  4,532  0(‐17.10)  ‐  ‐   
‐ 
‐ 
Blank 2 
(undigested 
H2O) 
354  0(‐1.61E‐04)  6,251  0(‐16.50)  ‐  ‐   
‐ 
‐ 
Blank 3 
(digested 
H2O) 
1282  2.16E‐03  121,874  24.53  ‐  ‐   
‐ 
‐ 
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A2  668    2,627,980  913.54  3.0  3.4  ‐  ‐ 
B2  684    198,869  51.85  0.2  0.2  ‐  ‐ 
C6  1449    2,750,841  957.12  3.2  3.1  ‐  ‐ 
D6  885    1,567,061  537.19  1.8  2.0  ‐  ‐ 
E1  1390    2,372,168  822.79  2.7  3.1  ‐  ‐ 
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Sample 
195Pt 
(cps) 
Pt concn 
(ppb)  31P (cps) 
P concn 
(ppb) 
DNA 
mass‐ICP 
(µg) 
DNA 
mass–UV 
(µg) 
Pt adduct 
per 106 
nucleotides 
(ICP) 
Pt adduct per 
106 nucleotides 
(UV) 
A2  6653 1.56E‐02  3,587,028 1253.75 4.2 4.5 2.00  1.64 
B2  1482 2.67E‐03  132,983 28.47 0.1 0.03 <LLOQ 
C6  ‐  ‐  ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ 
D6  450 8.01E‐05  43,095 0(‐3.41) 0(‐0.01) 0.00 <LLOQ 
E1  1222 2.01E‐03  906,966 303.03 1.0 0.8 <LLOQ 
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signals) was 4.5 x 10‐3 ppb Pt. The method was successful in quantifying Pt levels in most of the 
post‐infusion samples. The Pt levels in the post infusion samples B2, C6, D6 and H1 were lower 
than  the  LLOQ which was  attributed  to  the  absence of DNA, or  the  very  low DNA  yield,  in 
these samples that contained 0‐2 µg DNA as determined by ICP‐MS.  
The  data  presented  in  Table  23  shows  clearly  that  the  ICP‐MS  method  allows  for  the 
measurement of  in vivo Pt–DNA adducts formed due to the administration of a variety of Pt‐
drugs at clinical concentrations. The Pt concentration corresponding  to  the LLOQ  (4.5 x 10‐3 
ppb)  is  equivalent  to  0.2  Pt‐adducts  per  106  nucleotides  using  10 µg  of  patient DNA.    This 
figure  is  significantly  lower  than  the  reported  values  of  1.9–3.0  Pt–DNA  adduct  per  106 
nucleotides  determined  in  leukocytes  of  patients  after  cisplatin  chemotherapy.  113  The 
remarkably low LLOQ of the ICP‐MS assay rivals that reported for the PLA which was also ~ 0.2 
Pt‐adducts per 106 nucleotides using 10 µg DNA.113 This demonstrates the extreme sensitivity 
of the assay and its suitability to quantify ultra low Pt levels in such small DNA samples. 
Table 23 ICP‐MS and Pt adduct concentration data obtained using the total amounts of DNA extracted from test 
clinical pre‐ and post‐infusion samples obtained from 11 patients. 
 
  Sample 
195Pt 
(cps) 
Pt concn 
(ppb)  31P (cps) 
P concn 
(ppb) 
DNA mass‐ 
ICP (µg) 
DNA mass‐ 
UV (µg) 
Pt adduct per 
106 
nucleotides‐
ICP 
Pt adduct 
per 106 
nucleotides‐
UV 
 
Blank 1  359  0 (‐1.4E‐03)  45,197 2.8E+01  
Blank 2  470  0 (‐1.1E‐03)  24,414 2.2E+01  
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A2  1326  7.6E‐04  6,455,952 2.1E+03 6.2 30.7 0.06  0.01 
B2  538  0 (‐9.8E‐04)  980,408 3.3E+02 0.9 1.8 0.00  0.00 
C6  2492  3.3E‐03  10,150,140 3.3E+03 9.7 53.3 0.16  0.03 
D6  1778  1.8E‐03  6,167,813 2.0E+03 6.0 17.3 0.14  0.05 
E1  446  0 (‐1.2E‐03)  17,785,913 5.7E+03 17.3 50.2 0.00  0.00 
F3  2418  3.2E‐03  15,441,941 4.9E+03 15.1 28.5 0.10  0.05 
G4  2242  2.8E‐03  16,256,008 5.2E+03 15.8 19.3 0.08  0.07 
H1  445  0 (1.2E‐03)  24,453,332 7.8E+03 23.6 39.1 0.00  0.00 
I3  1660  1.5E‐03  8,160,500 2.6E+03 7.9 14.1 0.09  0.05 
J3  2126  2.5E‐03  16,908,812 5.4E+03 16.2 30.6 0.07  0.04 
K2  2550  3.5E‐03  24,940,658 8.0E+03 24.1 29.2 0.07  0.06 
Po
st
‐in
fu
si
on
 
Sample 
195Pt 
(cps) 
Pt concn 
(ppb)  31P (cps) 
P  concn  
(ppb) 
DNA mass 
–ICP (µg) 
DNA mass –
UV (µg) 
Pt adduct per 
106 
nucleotides 
(ICP) 
Pt adduct 
per 106 
nucleotides 
(UV) 
Blank 1  892  0 (‐2.0E‐04)  103,528 4.7E+01  
Blank 2  695  0 (‐6.3E‐04)  50,159 3.0E+01  
A2  27066 5.8E‐02  12,277,314 3.9E+03 11.9 84.5 2.32  0.33 
B2  920  0 (‐1.4E‐04)  416,864 1.5E+02 0.4 0.6 0   ‐ 
C6  1511  1.2E‐03  735,660 2.5E+02 0.7 2.2 0.74  0.26 
D6  863  0 (‐2.6E‐04)  72,648 3.7E+01 0.0 0.1  0  ‐  
E1  9131  1.8E‐02  7,903,392 2.5E+03 7.7 16.5 1.12  0.53 
F3  23576 5.0E‐02  15,016,975 4.8E+03 14.7 29.8 1.64  0.81 
G4  11767 2.4E‐02  6,928,906 2.2E+03 6.7 13.8 1.69  0.82 
H1  1837  1.9E‐03  2,006,231 6.5E+02 1.9 5.6 0.46  0.16 
I3  26670 5.7E‐02  11,602,125 3.7E+03 11.3 24.4 2.42  1.12 
J3  8473  1.7E‐02  9,008,775 2.9E+03 8.8 18.6 0.91  0.43 
K2  4426  7.6E‐03  6,174,742 2.0E+03 6.0 10.9 0.61  0.33 
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Most of the pre‐infusion samples showed unexpectedly high Pt background signals compared 
to the digested blank samples (Table 23). Only pre‐infusion samples from patients B, E and H 
showed very low Pt background which resulted in negative Pt concentrations values as can be 
seen  in Table 23.  Interestingly, 2  (patients E  and H) of  these 3 patients were  also  the only 
patients who were on their first chemotherapeutic cycle. The higher Pt background in the pre‐
infusion samples of the other 8 patients, who had had previous Pt chemotherapy cycles, could 
be due to residual carry forward Pt‐DNA adducts from the previous cycles. The very low DNA 
yield  for  the  pre‐infusion  sample  of  patient  B  (2  μg  by  UV)  could  be  the  reason  for  not 
detecting  residual  Pt  in  this  patient  although  they  had  had  also  a  previous  Pt  cycle.  The 
residual Pt in the pre‐infusion samples suggests the persistence of Pt‐DNA adducts in the DNA 
in patients’ leukocytes for the length of time between each Pt‐drug administration cycle which 
is typically 2–3 weeks. The persistence of Pt‐DNA adducts was also shown by the increase in Pt 
levels noticed in the pre‐infusion samples (Table 23) of patients who had had more cycles. For 
example, pre‐infusion samples from patients C and D who were on their 6th cycle showed the 
highest  Pt  levels  in  comparison  to  patients  K  and  J who were  on  their  2nd  and  3rd  cycles, 
respectively (Table 23). This carry forward phenomenon may play a role in patients’ response 
to  chemotherapy and  should be  investigated  further.  It  should be noted  that  the higher Pt 
intensities and  concentrations measured  in  some pre‐infusion  samples of patients who had 
had  previous  Pt  chemotherapy  such  as  patients  C  and  D,  compared  to  their  post‐infusion 
samples,  were  due  to  the  higher  DNA  amounts  assayed  in  the  case  of  the  pre‐infusion 
samples.  
Since  the  number  of  Pt‐adducts  per  nucleotide  could  be  determined  by  two  approaches, 
depending  whether  the  UV  or  ICP‐MS  data  was  used  for measuring  the  number  of  DNA 
nucleotides, it was necessary to establish which approach produced more reliable data. Based 
on the studies presented so far in this thesis, using Pt and P concentrations data obtained by 
ICP‐MS (ICP‐MS approach) was considered more reliable for the determination of the number 
of DNA associated Pt‐adducts compared to using UV data.   
Using  the  ICP‐MS data  is considered,  in principle, more accurate  than UV data  in calculating 
the number of DNA nucleotides  in  the  samples. Calculating  the number of DNA nucleotides 
based on UV data uses an indirect approach which requires converting the DNA concentration 
into a number of moles based on the assumption that the RMM of a DNA nucleotide equals 
the average RMM of the four DNA nucleotides (307.61 g/mol). The drawback of this approach 
is  that  it assumes  that  the  four nucleotides are present  in equal proportions  in each sample 
which  is not necessarily  the case.   Determination of  the number of  the DNA nucleotides by 
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ICP‐MS,  however,  is  based  on  the  fact  that  each  DNA  nucleotide  contains  one  P  atom 
regardless  of  the  nucleotide  type.    Therefore,  the  number  of  DNA  nucleotides  can  be 
determined  in  theory more  accurately  based  on  the  P  concentrations  of  the DNA  samples 
obtained by ICP‐MS assuming no protein or reagent contamination. The P backgrounds of the 
blank samples are relatively low compared to the samples containing DNA. In fact the average 
P background measured in the blank samples (~32 ppb) would not account for more than 0.1 
µg  increase  in DNA estimation. This value  is very small considering the 5‐10 µg DNA amount 
typically required for quantifying Pt levels in patient DNA samples.    
Another advantage of using Pt and P  ICP‐MS data  is that Pt and P signals are affected to the 
same degree by  the digested DNA matrix as was  shown  in Section 2.2.4. Therefore, even  if 
various DNA amounts were used, errors  in Pt and P quantification due to various degrees of 
matrix effects would cancel out. In comparison, the determination of DNA associated Pt using 
the Pt data from ICP‐MS, in combination with the DNA concentration by UV, would mean that 
any errors due  to  the  sample matrix affecting  the Pt  signal would not be  corrected  for and 
would  compromise  the quantification of  the  adducts.  Furthermore, using  the UV data may 
also contribute to more errors due to the variability in UV readings of DNA concentrations as 
the result of pH changes as explained earlier, and, therefore, may introduce larger errors when 
calculating the number of Pt‐adducts per DNA nucleotide.  
The  use  of  Pt  and  P  ICP‐MS  data  also  has  the  advantage  of  correcting  for  errors  due  to 
potential  sample  losses  during  the  different  steps  of  the  lengthy  sample  preparation.  Any 
sample loss would affect both Pt and P to the same degree and therefore the error would be 
cancelled  out  when  calculating  the  number  of  Pt‐adducts  per  DNA  nucleotides.    In  other 
words, Pt and P act as  internal standards to each other. In comparison, the determination of 
DNA concentration by UV is done before the sample digestion and therefore any errors due to 
sample losses during the sample digestion, or errors during the analysis, would only affect the 
Pt concentrations therefore compromising overall quantification. 
The  high  reliability  of  the  ICP‐MS  approach  was  demonstrated  experimentally  by  the 
reproducible results obtained for the post‐infusion sample A2. This sample was analysed twice 
using <5 µg (4.5 µg) (Table 22) and 84 µg (Table 23) DNA. Using the UV approach the number 
of  Pt‐adducts was  1.64  and  0.33  Pt‐adducts  per  106  nucleotides  in  the  replicate  analyses, 
respectively.  In contrast, the number of Pt‐adducts using the  ICP‐MS approach was 2.00 and 
2.32 Pt‐adducts per 106 nucleotides, respectively. The %RSD calculated using these values was 
94% and 10% for the UV and ICP‐MS approaches respectively. The high precision of the ICP‐MS 
approach,  indicated  by  the  very  low %RSD,  demonstrates  the  robustness  of  this  approach 
113 
 
against errors related to the variable DNA matrix content. This is very relevant to the analysis 
of  patient  samples  since  amount  of  extracted  DNA  is  variable  in  different  patients  and 
different samples.    
Clinical Relevance of the Data 
Comparisons  of  the  Pt  quantification  data  with  the  clinical  notes  of  patients  focused  on 
correlations with toxicity data and not tumour development. This was because all the samples 
analysed in this research were obtained from patients on palliative treatment and thus toxicity 
was  the main driver of  the  treatment.    Several observations were noted by  comparing  the 
results of the test clinical samples with patients’ clinical notes. The Pt adduct data in the pre‐ 
and post‐infusion samples obtained  from patients C, D, F, H,  J and K, who were on cisplatin 
chemotherapy, and patients A, E and I who were on oxaliplatin chemotherapy are represented 
in Figure 33 and Figure 34 respectively. Correlation of adduct data with clinical notes indicated 
that patients with highest Pt‐adducts, determined  in  their post drug  infusion  samples, have 
experienced more  toxic effects compared  to  those with  lower numbers of adducts. Of  the 5 
patients  treated  with  cisplatin  based  chemotherapy  (ECX),  and  who  had  samples  with 
adequate  DNA  recovery,  patients  F  and  J  had  significant  toxicity  (Grade  3  (G3)  febrile 
neutropenia and G3 neutropenia, respectively, causing treatment delays). Interestingly patient 
F, whose post‐infusion DNA  sample measured highest  level of Pt‐adducts  (Figure 33), had a 
T3N1 gastro‐oesophageal adenocarcinoma and when they underwent surgical resection after 
the chemotherapy, a pathological complete response was seen. Of the 4 patients treated with 
oxaliplatin  based  chemotherapy  (FOLFOX),  3  had  significant  toxicity.  Patient  A  had  G3 
neutropenia  requiring  Granulocyte  Colony‐Stimulating  Factor  (G‐CSF)  which  is  used  to 
stimulate the production of neutrophils (a type of leukocytes). Patient E, whose post‐infusion 
DNA sample measured significant level of Pt‐adducts (Figure 34) (considering they were on 1st 
chemotherapeutic cycle) had G3 diarrhoea and neuropathy resulting  in the administration of 
only 7 out of the 12 planned cycles. Similarly, the patient with the highest level of Pt‐adducts 
in the oxaliplatin group (patient I) had only 3 out of 12 cycles since their chemotherapy had to 
be discontinued due to a G3 cough. Based on these results, it could be hypothesised that there 
is a  critical number of Pt‐DNA adducts  that  is  required  in order  to kill  tumour  cells but  too 
much  adduct  formation  leads  to  significant  toxicities.  However,  this  data  is  for  a  limited 
number of patients and more clinical samples should be obtained from a larger population to 
draw conclusive answers. 
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Figure 33 Pt‐adducts determined in the pre‐ and 1 h post‐infusion DNA samples of patients treated with cisplatin 
combination chemotherapy (ECX).  
 
 
Figure  34  Pt‐adducts  determined  in  the  pre‐  and  1  h  post‐infusion  DNA  samples  of  patients  treated  with 
oxaliplatin combination chemotherapy (FOLFOX). 
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As a  summary,  the  results of  this  study demonstrated  the  feasibility of applying  the  ICP‐MS 
assay in a clinical environment to quantify in vivo levels Pt in DNA extracts isolated from blood 
leukocytes of  cancer patients undergoing Pt‐based drug  chemotherapy. The assay exhibited 
exceptional  sensitivity  such  that  it was even possible  to detect  residual Pt  levels  in  the pre‐
infusion  DNA  samples  of  patients who  had  had  previous  Pt  chemotherapeutic  cycles.  The 
results of this study showed that digested DNA matrix can affect the quantification  in clinical 
samples, however, determination of the number of Pt‐adducts per DNA nucleotides based on 
the Pt and P concentration data by  ICP‐MS  (ICP‐MS approach) was considered more reliable 
than using the Pt concentration data by ICP‐MS in combination with DNA quantification by UV 
(UV approach). Although reproducibility could only be studied in one sample, determination of 
Pt‐adducts per DNA nucleotide by the ICP‐MS approach achieved higher reproducibility in two 
independent  analyses  and using  two different  amounts of DNA. More  replicate  analyses of 
clinical  samples,  however,  are  required  in  order  to  confirm  the  capability  of  ICP‐MS  in 
producing  reliable  and  reproducible  adduct  quantification  data.  Initial  correlation  of  the 
clinical notes with the Pt‐adducts determined in the DNA samples isolated from the leukocytes 
of the patients 1 h post infusion suggested that the toxicity might be correlated with increased 
formation  of  Pt‐DNA  adducts  in  leukocytes.  The  unique  case  of  complete  pathological 
response following tumour surgical resection in one patient, who also experienced significant 
toxicity and had high Pt  levels associated with their DNA, suggested that a minimum  level of 
Pt‐DNA adduct  formation may be  required  for  the  treatment  to be effective, but  too much 
formation causes toxicity.  
2.3.3.2 ICP­MS analyses of patient samples from pilot clinical trial (n=30) 
Following the success of quantifying Pt‐adducts in test clinical DNA samples, it was decided to 
use  the  ICP‐MS  assay  for  the  quantification  of  the  adducts  in  samples  obtained  from  30 
patients  in a pilot clinical study. The ICP‐MS assay used  in this study employed Eu as  internal 
standard  which  was  shown  to  improve  precision  and  reduce  the  relative  error  of  Pt 
quantification in DNA. 
The aim of this study from a clinical perspective was to obtain more information about in vivo 
Pt‐DNA  adduct  formation  in  patients  and  compare  it  with  the  clinical  outcomes  of  the 
treatment.  It was  decided  in  this  study  to  add  another  sampling  time  point  at  24  h  post‐
infusion, besides the pre‐ and 1 h post‐infusion time points, in order to monitor in vivo adduct 
formation  as  well  as  repair.  Furthermore,  samples  were  collected  from  patients  at  three 
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different cycles (i.e. 9 samples per patient) in order to study the adduct formation and repair 
over an extended period of time. 
From an analytical point of view, the analysis of the clinical samples  in this study offered an 
opportunity  to  evaluate  the  reproducibility  of  the whole  analytical  assay  using  real  patient 
samples. Therefore  it was decided whenever possible  to analyse DNA  samples  in duplicates 
and  triplicates  to assess  the  reproducibility of  the DNA extraction and digestion procedures 
employed,  in addition  to  the  instrumental analysis. This offered  the advantage of evaluating 
the performance of the assay in a clinical environment (in the absence of a certified reference 
material for Pt‐DNA adducts in a human DNA sample). The ICP‐MS analyses carried out in this 
study  also  allowed  evaluation  of  the  results  obtained  using  Eu  as  internal  standard,  and 
provided more data to compare between the  ICP‐MS and UV approaches for quantifying the 
number of nucleotides in real samples. 
Experimental details 
Ethical approval for the study was granted by the Leicestershire and Rutland Research Ethics 
Committee  (no. 6106). After obtaining  informed  consent  from 30 patients, 10–20 ml blood 
samples were collected from 29 patients ( 1 patient withdrew consent) undergoing treatment 
with different platinum based  combination  chemotherapy  at 3  time points  and  at different 
treatment  cycles  for up  to 3  cycles. The patients were  treated with  FOLFOX  (5‐fluorouracil, 
folinic  acid  and  oxaliplatin),  EOX  (epirubicin,  oxaliplatin  and  capecitabine),  Oxali/Cape 
(oxaliplatin  and  capecitabine),  ECX  (epirubicin,  cisplatin  and  capecitabine),  ECF  (epirubicin, 
fluorouracil  and  cisplatin)  or  carboplatin  combination  chemotherapy.  The  notional  Pt  drug 
doses for each of these regimens were 85 mg/m2 every 2 weeks, 12 cycles, for oxaliplatin  in 
FOLFOX  combination,  130  mg/m2  every  3  weeks,  6  cycles,  for  oxaliplatin  in  EOX  and 
Oxali/Cape combinations, and 50 mg/m2 every 3 weeks, 6 cycles, for cisplatin  in ECX and ECF 
combinations. However, not all patients received the same dose at each cycle as the starting 
dose had to be reduced (typically by 20%) in some cases due to drug toxicity. The carboplatin, 
administered every 3‐4 weeks, was based upon a patient's glomerular filtration rate (GFR in ml 
min‐1) and drug target area under the concentration versus time curve (AUC  in mg ml‐1 min‐1) 
according to the following formula: Dose (mg) = (target AUC) ‐ (GFR + 25). The sampling time 
points of the blood samples, chosen for patient convenience, were: immediately prior to drug 
administration  and  1  h  and  24  h  after  drug  administration.  For  the  purpose  of  sample 
identification, each patient was identified with a number and samples were labelled based on 
patient ID, cycle number and time point. For example, patient 2.2.Pre represents sample taken 
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from patient 2 at the second cycle before drug  infusion. Blood was collected and  leukocytes 
isolated  as  described  earlier  in  Section  2.3.3.1.  The  details  of  the  clinical  samples  and  the 
number of leukocytes isolated from the blood samples are presented in Table 44 in Appendix 
A.    The  DNA  was  extracted  as  described  previously  in  section  2.3.2.1  and  the  DNA  was 
quantified by UV as described  in Section 2.3.2.1. Table 45 and Table 46  in Appendix A show 
DNA  yields  and  the  UV  absorption  data,  respectively.  The  DNA  was  then  digested  and 
evaporated as described in Section 2.2.1.5 and then reconstituted in 300 µl 0.5 ppb Eu solution 
in 2% HNO3. 
Samples obtained from the clinical trial were analysed  in batches depending on the progress 
of patient recruitment and the number of samples arriving from the clinic. DL and LLOQ were 
calculated for every batch and therefore varied slightly from batch‐to‐batch since their values 
were dependent on the blank readings obtained on the day of the analysis. 
The  ICP‐MS  instrument  conditions  used  for  the  analysis  of  these  clinical  samples were  the 
same as mentioned in Table 5 except that 80 µl min‐1 was used as the sample uptake rate. The 
low resolution peak  jump mode, with 13 passes per run and 3 runs per sample, was used to 
measure 195Pt and 153Eu whereas 31P was measured in the medium resolution mode. 
Nine calibration standards containing Pt (0.00 ‐0.54 ppb), P (0.0 ‐ 2.51 x 104 ppb) and Eu (0.5 
ppb) in 2% HNO3 were run at the start of each analysis to calculate Pt and P concentrations in 
the analysed DNA samples.  
Pt‐adducts  per  nucleotide  data  were  calculated  using  the  UV  and  ICP‐MS  approaches  as 
described earlier in Section 2.3.3.1. Thus two sets of results were obtained for the adducts as 
well as for DNA quantification. 
Results 
The  majority  of  patient  samples  analysed  in  this  study  were  collected  at  1st  cycle  of 
chemotherapy (26 patients). Most of the sampling planned at subsequent cycles could not be 
obtained due the deteriorated health of the patients as a result of the drug toxicity.  Samples 
from only 12 patients were collected at the 2nd sampling cycle and from  just 1 patient at the 
3rd sampling cycle. The type of Pt chemotherapy administered  to each patient  in addition to 
cycles and time points at which samples were obtained can be found in Table 44 in Appendix 
A. 
Most of the samples obtained from patients in this study contained leukocytes in the range of 
10 million cells. Although  this count  is much  lower  than  typical  leukocyte counts  in samples 
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obtained from healthy  individuals, a blood sample with similar number should yield 30‐40 µg 
DNA, according to the DNA extraction kit manufacturer. 143 However, this was not the case and 
many samples with similar cell counts, and even higher, yielded not more than 20 µg DNA. The 
low DNA recovery might be related to the  laborious extraction procedure which had several 
manual extraction steps. The amount of DNA used  in  the analysis  is critical  for  the sensitive 
detection  of  DNA  associated  Pt  since  sample  amount  directly  affects  the  DL  of  the  assay. 
Therefore  it  is  important  to  ensure  that  the  DNA  extraction  procedure  used  yields  the 
maximum DNA recovery. DNA yields and number of leukocytes isolated from each sample are 
detailed in Table 45 in Appendix A.  
Pt‐adducts  per  nucleotide  measured  in  the  clinical  samples  analysed  in  this  study  are 
summarised in Table 24 and represented in Figure 36 and Figure 37. As expected the excellent 
sensitivity of the ICP‐MS assay allowed for the quantification of Pt‐adducts  in the majority of 
the post‐infusion DNA samples. The LLOQ’s (5 x digested blank signal) of the assay, which was 
calculated  in each batch, had  an  average of 15.7 ppt Pt.  This  value  is equivalent  to 0.7 Pt‐
adducts per 106 nucleotides using 10 µg of patient DNA. The Pt  levels which were below the 
LLOQ observed  in  some post‐infusion  samples,  such as  samples 2.9.1, 8.1.1 and 15.6.1, was 
due to the very low DNA yield. The excellent sensitivity of the assay allowed quantification of 
adduct  levels  in  several  pre‐infusion  samples  of  patients  who  had  had  previous 
chemotherapeutic cycles. For example, Pt  levels  in the pre‐infusion samples of patients 4, 18 
and 20 who were on their 3rd cycle and patients 5, 15 and 3 who were on their 6th cycle were 
quantified by the assay as can be seen in Figure 36. All pre‐infusion samples from patients who 
were on their 1st cycle did not show quantifiable levels of Pt‐adducts except for patient 9 who 
might have had another exposure to Pt such as that from work environment, or which could 
have been simply due to potential contamination during sample preparation. The results show 
clearly  the  suitability  of  the  ICP‐MS  assay  for  the measurement  of  in  vivo  Pt–DNA  adducts 
formed due to the administration of a variety of Pt‐drugs in different doses and combinations 
using DNA amounts as low as 10 µg.   
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Table 24 Summary of data used to calculate the Pt‐adducts in the clinical DNA samples obtained from patients in 
the pilot clinical study (n=30).   
 
DNA (µg) 
Pt‐adducts per 106
DNA nucleotide 
 
Sample 
195Pt 
(cps) 
153Eu 
(cps) 
Pt concn.
(ppb)  31P (cps) 
P concn.
(ppb)  ICP‐MS  UV   UV  ICP‐MS 
Ba
tc
h 1
 
Undigested Blank 163  36700  2.45E‐03 1041 2.30E+02 0.0 
Digested Blank 457  44488  4.81E‐03 70200 3.16E+02 0.0 
Digested Blank 285  44221  3.26E‐03 92156 3.44E+02 0.0 
Digested Blank 248  43483  2.96E‐03 57188 3.01E+02 0.0 
1.1.1  1316  37745  1.48E‐02 1106320 1.85E+03 5.5 5.4  1.29  1.27 <LLOQ
1.1.24  3047  36670  3.43E‐02 3765891 5.90E+03 17.7 16.6  0.98  0.92
1.3.1  3916  35159  4.58E‐02 4368532 7.09E+03 21.3 25.5  0.85  1.02
1.3.24  4309  37002  4.78E‐02 3268558 5.11E+03 15.3 19.0  1.19  1.49
Undigested Blank 151  40626  2.15E‐03 1025 2.30E+02
14.1.1  9728  35591  1.11E‐01 2790081 4.56E+03 13.7 9.5  5.53  3.88
14.1.24  34352  34881  4.00E‐01 11962748 1.92E+04 57.5 36.2  5.22  3.31
15.1.Pre  269  37583  3.55E‐03 12971993 1.93E+04 57.9 22.9  0.07  0.03 <LLOQ
15.1.1  1820  35643  2.13E‐02 1775453 2.98E+03 8.9 11.2  0.90  1.14
15.1.24  14583  36735  1.61E‐01 9695668 1.48E+04 44.4 12.1  6.30  1.73
Undigested Blank 165  38472  2.38E‐03 1127 2.30E+02
19.1.Pre  306  34952  4.19E‐03 7197637 1.16E+04 34.8 37.3  0.05  0.06 <LLOQ
19.1.1 (1)  18816  32211  2.37E‐01 3802930 6.75E+03 20.3 27.9  4.03  5.58
19.1.1 (2)  18108  33999  2.16E‐01 3786174 6.38E+03 19.1 28.2  3.63  5.38
19.1.24 (1)  3000  40664  3.05E‐02 1346777 2.06E+03 6.2 7.2  2.02  2.36
19.1.24 (2)  3002  35297  3.51E‐02 1420544 2.45E+03 7.4 7.4  2.25  2.27
Undigested Blank 132  35429  2.16E‐03 1141 2.30E+02
LLOQ (10xSy/x)  1.04E‐01
LLOQ (10xSTD)  9.94E‐03
LLOQ (5x Blank) 1.58E‐02
Ba
tc
h 2
 
Digested Blank 669  116893 3.97E‐03 223639 1.30E+02      
Digested Blank 700  116421 4.10E‐03 260055 1.53E+02
Digested Blank 796  138154 3.99E‐03 233087 1.14E+02
2.6.P  2329  104538 1.15E‐02 6898600 4.64E+03 13.9 33.5  0.16  0.39  <LLOQ
2.6.24  1258  110190 6.56E‐03 1069996 6.79E+02 2.0 0.8  4.03  1.53 <LLOQ
2.9.P  1668  117960 7.80E‐03 5014646 2.99E+03 9.0 6.6  0.56  0.41 <LLOQ
2.9.1  1283  120075 6.23E‐03 913338 5.31E+02 1.6 0.5  6.34  1.86 <LLOQ
2.9.24  2817  130708 1.12E‐02 1743162 9.35E+02 2.8 1.1  5.00  1.90 <LLOQ
3.6.P  10866  120764 4.23E‐02 39616142 2.31E+04 69.3 35.1  0.57  0.29
5.6.P  6948  121382 2.74E‐02 15927106 9.24E+03 27.7 16.6  0.78  0.47
5.6.1  2891  114116 1.29E‐02 2168543 1.33E+03 4.0 2.0  3.06  1.54 <LLOQ
6.1.P  609  82881  4.71E‐03 685425 5.78E+02 1.7 0.9  2.45  1.29 <LLOQ
6.1.1  6370  114682 2.67E‐02 2071002 1.27E+03 3.8 3.7  3.38  3.34
6.1.24  4492  114940 1.92E‐02 1848985 1.13E+03 3.4 3.0  3.02  2.70
8.1.P  928  113775 5.08E‐03 12630123 7.81E+03 23.4 18.9  0.13  0.10 <LLOQ
8.1.1  1494  120220 7.02E‐03 1992403 1.16E+03 3.5 1.4  2.34  0.96 <LLOQ
8.1.24  24428  125140 9.02E‐02 33512674 1.89E+04 56.6 27.7  1.54  0.76
12.6.P  3131  110793 1.42E‐02 9374607 5.95E+03 17.9 16.0  0.42  0.38
12.6.1  4543  127894 1.75E‐02 4540452 2.50E+03 7.5 11.3  0.74  1.12
15.6.P  6678  121751 2.63E‐02 16816799 9.72E+03 29.2 17.5  0.71  0.43
15.6.1  1080  123332 5.35E‐03 1029656 5.83E+02 1.8 0.2  13.95  1.46 <LLOQ
15.6.24  8972  109295 3.87E‐02 5168904 3.33E+03 10.0 6.1  3.00  1.85
17.1.P  1991  111270 9.51E‐03 18420816 1.17E+04 35.0 23.4  0.19  0.13 <LLOQ
17.1.1  4104  124866 1.63E‐02 4842451 2.73E+03 8.2 7.2  1.07  0.95
17.1.24  6025  126939 2.30E‐02 2302623 1.27E+03 3.8 2.0  5.37  2.87
18.3.P  8641  115324 3.55E‐02 44338369 2.71E+04 81.2 43.1  0.39  0.21
18.3.1  24795  111764 1.02E‐01 12236326 7.71E+03 23.1 15.9  3.04  2.11
18.3.24  22505  119072 8.74E‐02 10172629 6.01E+03 18.0 13.0  3.18  2.31
19.5.P  1257  118582 6.19E‐03 4902580 2.91E+03 8.7 4.9  0.59  0.34 <LLOQ
19.5.1  7368  126096 2.80E‐02 2858092 1.59E+03 4.8 2.9  4.63  2.79
20.1.P  821  103963 4.96E‐03 35915185 2.43E+04 73.0 56.1  0.04  0.03
20.1.1  25141  119462 9.72E‐02 5756797 3.39E+03 10.2 6.8  6.74  4.55
20.3.P  5757  134138 2.09E‐02 43750137 2.30E+04 68.9 36.8  0.27  0.14
20.3.24  51228  111084 2.11E‐01 12394721 7.85E+03 23.6 17.3  5.77  4.27
21.1.1 (1)  9190  131846 3.31E‐02 11612531 6.20E+03 18.6 17.9  0.88  0.85
21.1.1(2)  14520  109956 6.15E‐02 14854000 9.51E+03 28.5 28.2  1.03  1.03
21.1.1(3)  24562  130915 8.68E‐02 24984584 1.34E+04 40.3 42.5  0.97  1.03
21.1.24  25177  123498 9.42E‐02 15031268 8.57E+03 25.7 16.4  2.71  1.75
Undigested Blank 185  154  5.48E‐01 4616 2.11E+03 6.3 0.0 
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DNA (µg) 
Pt‐adducts per 106
DNA nucleotide 
 
Sample 
195Pt 
(cps) 
153Eu 
(cps) 
Pt concn.
(ppb)  31P (cps) 
P concn.
(ppb)  ICP‐MS  UV   UV  ICP‐MS 
Undigested Blank 174  143  5.55E‐01 7544 3.72E+03 11.1 0.0 
LLOQ (10xSy/x)  8.84E‐02
LLOQ (10xSTD)  7.25E‐04
LLOQ (5x Blank) 1.46E‐02
Ba
tc
h 3
 
Undigested Blank 537  189816 1.72E‐03 21155 9.67E+01      
Digested Blank 574  195904 1.77E‐03 170646 1.47E+02
Digested Blank 620  194095 1.89E‐03 227075 1.67E+02
Undigested Blank 386  192981 1.33E‐03 53747 1.08E+02
3.4.1  4401  158428 1.35E‐02 4543104 1.99E+03 6.0 9.9  0.65  1.08
3.4.24  3288  178156 9.12E‐03 3904045 1.54E+03 4.6 3.1  1.39  0.94
4.1.Pre  1408  132138 5.43E‐03 16724539 8.47E+03 25.5 48.0  0.05  0.10 <LLOQ
4.1.1  5319  179810 1.44E‐02 10259260 3.87E+03 11.7 6.2  1.10  0.59
4.1.24  5413  139472 1.88E‐02 8894221 4.31E+03 13.0 23.2  0.38  0.69
4.3.Pre  3814  178240 1.05E‐02 15380220 5.80E+03 17.5 13.0  0.38  0.29
4.4.Pre  2797  183906 7.58E‐03 25034820 9.10E+03 27.6 15.6  0.23  0.13
4.4.1  3163  172400 9.06E‐03 4255096 1.72E+03 5.2 3.5  1.24  0.83
4.4.24  9562  165978 2.77E‐02 12858041 5.22E+03 15.8 10.9  1.21  0.84
Undigested Blank 286  187013 1.10E‐03 3834 9.07E+01 0.3 0.0 
7.4.Pre  1097  175705 3.33E‐03 416575 2.46E+02 0.7 0.1  12.07  2.15 <LLOQ
7.4.1  1422  166463 4.42E‐03 1486157 6.81E+02 2.1 1.4  1.53  1.03 <LLOQ
7.4.24 (1)  17928  172360 4.96E‐02 32341672 1.25E+04 37.8 29.1  0.81  0.63
7.4.24 (2)  4733  177586 1.30E‐02 8178848 3.14E+03 9.5 6.3  0.98  0.66
Undigested Blank 203  187222 8.92E‐04 7363 9.19E+01 0.3 0.0 
9.1.24  4775  177090 1.31E‐02 6743765 2.61E+03 7.9 6.2  1.01  0.80
11.1.1  1871  182731 5.23E‐03 1524060 6.42E+02 1.9 1.1  2.35  1.29 <LLOQ
11.2.Pre  1976  177131 5.66E‐03 17604524 6.67E+03 20.1 14.3  0.19  0.13 <LLOQ
11.2.1  4229  169359 1.22E‐02 6139904 2.49E+03 7.5 5.2  1.11  0.78
11.2.24  10693  171891 2.98E‐02 15154874 5.93E+03 17.9 14.2  1.00  0.80
Undigested Blank 201  186503 8.90E‐04 23679 9.77E+01
LLOQ (10xSy/x)  6.73E‐02
LLOQ (10xSTD)  8.94E‐04
LLOQ (5x Blank) 7.63E‐03
Ba
tc
h 4
 
Undigested Blank 373  283603 2.30E‐03 32914 ‐1.83E+01      
Digested Blank 978  283677 4.42E‐03 275274 1.04E+02
Digested Blank 790  284021 3.76E‐03 250081 9.09E+01
Undigested Blank 299  293597 2.00E‐03 54838 ‐8.19E+00
7.1.Pre  606  268043 3.24E‐03 1444209 7.35E+02 2.2 2.3  0.67  0.70 <LLOQ
7.1.1  2215  270498 9.13E‐03 1571043 7.95E+02 2.4 2.4  1.78  1.82 <LLOQ
7.1.24  3136  276169 1.23E‐02 5367999 2.74E+03 8.2 8.2  0.71  0.71 <LLOQ
Undigested Blank 298  303880 1.97E‐03 36522 ‐1.77E+01
16.1.Pre  583  274947 3.10E‐03 14095087 7.29E+03 21.9 22.8  0.06  0.07 <LLOQ
16.1.1  27641  269075 1.03E‐01 24185662 1.28E+04 38.4 23.3  2.09  1.28
16.1.24  32821  275492 1.19E‐01 31318496 1.62E+04 48.6 36.5  1.54  1.17
Undigested Blank 331  293744 2.11E‐03 36594 ‐1.71E+01
18.1.Pre  654  268552 3.41E‐03 10296927 5.44E+03 16.3 49.9  0.03  0.10 <LLOQ
18.1.1  8959  250534 3.65E‐02 5398970 3.04E+03 9.1 8.0  2.16  1.90
18.1.24  18705  253850 7.42E‐02 9419293 5.27E+03 15.8 17.1  2.05  2.24
Undigested Blank 324  289141 2.10E‐03 43362 ‐1.34E+01 0.0 
25.1.Pre  1090  261527 5.13E‐03 12156630 6.61E+03 19.8 16.0  0.15  0.12 <LLOQ
25.1.1  17630  259958 6.84E‐02 6937501 3.78E+03 11.3 8.5  3.78  2.87
25.1.24  29819  261564 1.14E‐01 13219569 7.19E+03 21.6 18.5  2.91  2.52
LLOQ (10xSy/x)  3.71E‐02
LLOQ (10xSTD)  1.08E‐02
LLOQ (5x Blank) 1.65E‐02
Ba
tc
h 5
 
Digested Blank 204  53511  2.18E‐03 63419 1.68E+02      
Digested Blank 290  51567  3.04E‐03 63633 1.71E+02
Digested Blank 161  52169  1.84E‐03 54809 1.59E+02
10.1.Pre  145  46949  1.84E‐03 1372279 2.03E+03 6.1 58.1  0.02  0.14 <LLOQ
22.1.Pre  250  46180  2.94E‐03 93948 2.24E+02 0.7 0.2  8.35  2.08 <LLOQ
22.1.1  1856  44034  2.03E‐02 1084121 1.72E+03 5.2 9.3  1.05  1.88
22.1.24  11098  44911  1.17E‐01 5217957 7.78E+03 23.5 37.3  1.50  2.39
23.1.Pre  310  44440  3.69E‐03 18399680 2.75E+04 83.2 27.4  0.06  0.02 <LLOQ
23.1.1  1087  44366  1.20E‐02 559691 9.25E+02 2.8 1.9  2.95  2.06
23.1.24  6237  49186  6.04E‐02 1937244 2.70E+03 8.1 7.3  3.96  3.56
24.1.Pre  249  46488  2.91E‐03 887453 1.35E+03 4.1 7.3  0.19  0.34 <LLOQ
24.1.1  578  46281  6.29E‐03 444720 7.26E+02 2.2 2.6  1.15  1.38 <LLOQ
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DNA (µg) 
Pt‐adducts per 106
DNA nucleotide 
 
Sample 
195Pt 
(cps) 
153Eu 
(cps) 
Pt concn.
(ppb)  31P (cps) 
P concn.
(ppb)  ICP‐MS  UV   UV  ICP‐MS 
24.1.24  516  44347  5.89E‐03 431258 7.33E+02 2.2 1.6  1.76  1.28 <LLOQ
27.1.Pre  307  43975  3.68E‐03 7415112 1.13E+04 33.9 64.6  0.03  0.05 <LLOQ
LLOQ (10xSy/x)  4.29E‐02
LLOQ (10xSTD)  8.65E‐03
LLOQ (5x Blank) 1.06E‐02
Ba
tc
h 6
 
Undigested Blank 537  454093 1.01E‐03 58594 ‐5.63E+01      
13.1.Pre  1980  245308 8.92E‐03 3302196 2.03E+03 6.1 7.2  0.58  0.70 <LLOQ
13.1.1  3647  275645 1.48E‐02 1900270 1.00E+03 3.0 3.0  2.31  2.36
13.1.24  4874  285861 1.92E‐02 1545034 7.68E+02 2.3 2.1  4.29  3.98
Undigested Blank 852  420177 1.98E‐03 59924 ‐5.42E+01
13.2.Pre  2149  273301 8.68E‐03 1812006 9.59E+02 2.9 3.0  1.38  1.44 <LLOQ
13.2.1  3955  265914 1.67E‐02 1583958 8.54E+02 2.6 2.5  3.19  3.11
13.2.24  3272  225954 1.63E‐02 1429997 9.12E+02 2.7 2.8  2.77  2.83
Undigested Blank 745  364873 2.00E‐03 53322 ‐5.36E+01
5.1.Pre  1501  250589 6.53E‐03 656615 3.33E+02 1.0 0.5  6.54  3.12 <LLOQ
5.1.1  2764  217961 1.42E‐02 646322 3.87E+02 1.2 0.8  8.60  5.83
5.1.24  1476  258909 6.20E‐03 766559 3.86E+02 1.2 0.4  7.27  2.55 <LLOQ
Undigested Blank 631  380292 1.56E‐03 49001 ‐5.63E+01
9.1.Pre  3199  350040 1.01E‐02 7712266 3.37E+03 10.1 25.0  0.19  0.48
9.1.1  8864  355764 2.83E‐02 4424328 1.87E+03 5.6 7.4  1.80  2.40
11.1.Pre  1528  359811 4.53E‐03 37028520 1.60E+04 48.0 25.8  0.08  0.04 <LLOQ
11.1.24  27508  350028 8.99E‐02 22757042 1.01E+04 30.2 25.7  1.66  1.42
Undigested Blank 457  367188 1.09E‐03 46383 ‐5.67E+01
LLOQ (10xSy/x)  3.71E‐02
LLOQ (10xSTD)  5.65E‐03
LLOQ (5x Blank) 9.02E‐03
Ba
tc
h 7
 
Digested B1  1911  148216 9.46E‐03 623958 3.87E+02
Digested B2  2037  162216 9.28E‐03 545376 3.34E+02
Digested B3  7395  148693 2.87E‐02 368275 2.80E+02
21.9.Pre  2956  224427 9.60E‐03 6205042 1.84E+03 6.1 8.85  0.56  0.83 <LLOQ
21.9.24(1)  13589  188828 4.03E‐02 6161018 2.15E+03 7.0 9.53  2.19  2.98
21.9.24(2)  13108  214820 3.46E‐02 5520884 1.72E+03 5.6 9.14  1.95  3.19
28.1.Pre  1236  219792 5.66E‐03 2453963 8.19E+02 2.7 4.43  0.66  1.10 <LLOQ
28.1.1  2680  218620 9.13E‐03 1999964 6.94E+02 2.3 3.97  1.19  2.09 <LLOQ
29.1.Pre  1068  203900 5.46E‐03 2513739 8.91E+02 2.9 5.23  0.54  0.97 <LLOQ
29.1.1  7826  191712 2.41E‐02 3179444 1.16E+03 3.8 5.59  2.26  3.30
30.1.Pre  2707  199856 9.80E‐03 6714045 2.21E+03 7.3 11.03  0.46  0.70 <LLOQ
30.1.1(1)  15828  191566 4.59E‐02 5479765 1.90E+03 6.3 8.78  2.71  3.83
30.1.1(2)  8751  190936 2.67E‐02 4101744 1.46E+03 4.8 7.26  1.90  2.90
30.1.24(1)  8400  202800 2.44E‐02 4257200 1.43E+03 4.6 7.39  1.68  2.71
30.1.24(2)  7546  185300 2.40E‐02 4332500 1.58E+03 5.2 7.4  1.67  2.42
LLOQ (10xSy/x)  5.11E‐02 
LLOQ (10xSTD)  1.24E‐03
LLOQ (5x Blank) 3.60E‐02
 
The duplicate and triplicate samples were obtained whenever a sufficient quantity of patient 
DNA was available and this allowed for replicate measurements to be performed to evaluate 
the  reproducibility  of  the  assay.    Table  25  shows  results  calculated  for  several  different 
samples  from  patients  on  various  treatment  regimes  and  using  varying  amounts  of  DNA 
determined by  the UV and  ICP‐MS approaches. Although  the  results varied between  the UV 
and  ICP‐MS  approaches,  the  similar  results  of  the  replicate  analyses  calculated  by  one 
approach  illustrate  the high  reproducibility of  the DNA extraction and digestion procedures 
employed, in addition to the instrumental analysis. These results also highlight the advantage 
of using Eu as internal standard to improve Pt quantification in DNA, as demonstrated by the 
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reproducible  results  obtained  using  the  UV  approach,    and  its  suitability  as  an  internal 
standard for both Pt and P, as demonstrated by the ICP‐MS approach results. 
The quantification data obtained  in  this  study allowed  for  comparison between  the  ICP‐MS 
and UV approaches  for  calculating  the number of Pt‐adducts per nucleotides. Although  the 
absolute levels were not the same, due to the differences in estimating DNA mass between UV 
and  ICP‐MS,  the  data  represented  in  Figure  36  and  Figure  37  shows  a  relative  consistency 
between the two approaches in estimating Pt‐adducts per nucleotide. This consistency can be 
seen  in Figure 38 which  shows  the  correlation between  the  results of adduct quantification 
obtained by both approaches. In terms of reproducibility, both the ICP‐MS and UV approaches 
showed  reproducible  quantifications,  as  seen  in  Table  25,  however,  the  ICP‐MS  approach 
showed more reproducible results as demonstrated by the lower %RSD of 5 of the 7 replicate 
analyses.  The higher  reproducibility of  the  ICP‐MS  approach, which was  also demonstrated 
experimentally in the previous replicate analyses of the post infusion sample A2, confirms the 
reliability of using both the Pt and P concentration in calculating the number of Pt‐adducts per 
nucleotide  in clinical samples. The results of the replicate analyses are represented  in Figure 
35. 
Table 25 Replicate analysis results obtained for some samples using various amounts of patient DNA. 
Sample  Replicate 
number 
Drug  DNA 
(µg) UV 
DNA (µg) 
ICP‐MS 
Pt adduct per 106 
nucleotides (UV) 
Pt adduct per 106 
nucleotides (ICP‐MS) 
%RSD 
(UV) 
%RSD  
(ICP‐MS) 
7.4.24  1  ECX  29  38 0.81 0.63 13.3%  3.1%
  2  ECX  6  10 0.98 0.66    
21.1.1  1  FOLFOX  16  19 0.88 0.85 8.1%  10.6%
  2  FOLFOX  28  29 1.03 1.03    
  3  FOLFOX  43  40 0.97 1.03    
21.9.24  1  FOLFOX  10  7 2.19 2.98 8.0%  %4.9%
  2  FOLFOX  9  6 1.95 3.19    
19.1.1  1  EOX  28  20 4.03 5.58 7.2%  %2.5%
  2  EOX  28  19 3.63 5.38    
19.1.24  1  EOX  7  6 2.02 2.36 7.7%  2.5%
  2  EOX  7  7 2.25 2.27    
30.1.1  1  FOLFOX  9  6 2.71 3.83 24.7%  19.5%
  2  FOLFOX  7  5 1.90 2.90    
30.1.24  1  FOLFOX  7  5 1.68 2.71 0.4%  8.0%
  2  FOLFOX  7  5 1.67 2.42    
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Figure  35  Pt‐adducts  per  106  nucleotides,  determined  by  the  ICP‐MS  approach,  of  7  different  patient  DNA 
samples processed and analysed in duplicates. Error bars represent range of results.  
Clinical Relevance of the Data 
Although  the  number  of  patients  in  this  pilot  clinical  trial  was  small  (n=30)  several 
observations  can  be  drawn  that  are  of  interest  from  the  clinical  perspective.  The  Pt–DNA 
adduct formation data determined at different time points showed significant inter‐individual 
variability (Figure 36). Several reasons might have contributed to this variability  including the 
varying doses and combination  therapies administered; however,  it also  indicates  that some 
host‐specific factors may have a role to play.  
Comparisons  of  the  adduct  data  with  clinical  notes  showed  that,  once  again,  there  was 
evidence  for a positive correlation between adduct  formation and  toxicity  in some patients. 
This is of clinical significance since the majority of patients receiving Pt are receiving palliative 
care  and  therefore  Pt‐DNA  adduct  formation  has  the  potential  to  be  used  as  a  predictive 
biomarker  for  toxicity. The Pt–DNA adduct  levels at 1 h and 24 h after drug administration 
were not substantially different for most of the patients studied. Work elsewhere has shown 
Pt‐DNA  adduct  formation peaking  at  around 6 h  after Pt‐drug  administration.  78,  115  Sample 
collection at this time point, however, was not convenient to patients in this study and thus it 
was not possible  to obtain  intermediate  time point data. The  inter‐patient variability  in  the 
ratio of adduct formation at the 1 h and 24 h time points shown  in Figure 36, although only 
small for most patients, may explain individual variability in tolerance to side effects caused by 
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chemotherapy and  increased resistance to the Pt‐drug. Of particular  interest was patient 19, 
see  Figure  36, who  showed  the  highest  level  of  Pt–DNA  adduct  formation  at  1  h,  but  also 
demonstrated  the most  significant  reduction of Pt–DNA adducts after 24 h. This  substantial 
DNA repair capacity may have been responsible for this patient’s  increased tolerance to side 
effects as compared with others in the same group. 
Evidence of  the cumulative effect  from  the subsequent chemotherapy cycles on  the Pt‐DNA 
adduct  formation  can  be  noticed  in  this  study.  This  was  demonstrated  by  the  higher 
persistence of Pt levels in the pre‐infusion DNA samples of patients 5, 15 and 3 who were on 
their 6th cycle in comparison to patients 4, 18 and 20 who were on their 3rd cycle (Figure 36). 
These  results  confirm  the  Pt‐DNA  adduct  carry  forward  phenomenon which was  observed 
previously in the studies using test clinical samples from n=11 patients (Section 2.3.3.1). 
Comparison between Pt  levels associated with patient DNA and the Pt drug dose used  in the 
different chemotherapy regimens also showed evidence of positive correlation. For example, 
patients who were on  the EOX and oxali/cape combination, which contained  the highest Pt 
drug dose  (130 mg/m2 of oxaliplatin per cycle), measured also  the highest Pt  levels  in  their 
DNA  samples compared  to other patient groups  (Figure 36).  In contrast, patients who were 
receiving lower Pt drug doses, such as patients treated with ECF and ECX (50 mg/m2 cisplatin 
per cycle) or FOLFOX (85 mg/m2 oxaliplatin per cycle), demonstrated lower Pt levels associated 
with  their  DNA  samples  (Figure  36).  The  inter‐individual  variability  in  adduct  formation  in 
conjunction  with  the  correlation  with  Pt  dose  suggests  that  the  balance  between  drug 
concentration  and  host‐specific  factors  may  determine  the  final  yield  of  in  vivo  adduct 
formation in individual patients. It can be suggested, therefore that ex vivo incubation of blood 
samples of  individual patients with various concentrations of Pt drug might mimic the  in vivo 
situation,  and  thus  could  be  potentially  used  to  optimise  Pt  drug  dose  and  reduce  inter‐
individual variability  in adduct formation and clinical response. This approach could prove to 
be  a  better  alternative  to  standardising  Pt  drug  dose  than  one  based  on  body weight  and 
kidney  function, and a potential approach  for personalising Pt‐based drug chemotherapy  for 
individual patients.  
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Figure 36 Pt‐adducts per 106 nucleotides determined in the DNA samples isolated from patient leukocytes and quantified using the Pt and P concentrations obtained by ICP‐MS (ICP‐MS 
approach). The blood samples were collected Pre‐, 1 h Post‐ and 24 h Post  infusion of Pt‐based drug chemotherapy. Missing data  indicate either sample could not be obtained  from 
patient or DNA yield was not enough to quantify Pt.  
 
Figure 37 Pt‐adducts per 106 nucleotides determined  in  the DNA  samples  isolated  from patient  leukocytes and quantified using  the Pt  concentrations obtained by  ICP‐MS and DNA 
concentrations by UV (UV approach). The samples were collected Pre‐, 1 h Post‐ and 24 h Post infusion of Pt‐based drug chemotherapy. Missing data indicate either sample could not be 
obtained from patient or DNA yield was not enough to quantify Pt.  
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Figure  38  Correlation  between  the  UV  and  ICP‐MS  approaches  in  calculating  the  number  of  in  vivo  Pt‐DNA 
adducts in patient samples containing at least 5 µg patient DNA in the clinical study (n=30). 
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2.4 Summary 
This chapter describes the development and evaluation of a sensitive and reproducible SF‐ICP‐
MS assay  for  the quantification of DNA associated Pt  in blood  leukocytes of cancer patients 
undergoing treatment with Pt‐based drugs. The assay was successful in monitoring in vivo Pt‐
DNA adduct  formation and  repair  in cancer patients  following  treatment with various doses 
and  combinations  of  Pt‐based  drug  chemotherapy  using  only  10  µg  of  patient  DNA.  The 
exceptional  sensitivity of  the assay, which has a  LLOQ of 0.7 Pt adduct per 106 nucleotides 
based  on  10  µg  DNA,  allowed  detection  and  quantification  of  persistent  levels  of  DNA 
associated Pt in pre‐infusion samples of patients who had had previous cycles of Pt‐based drug 
chemotherapy.  The whole  analytical  assay,  including DNA  extraction,  sample  digestion  and 
instrumental analysis was highly reproducible as indicated by the replicate analyses on various 
amounts of patient DNA samples.  Employing the Pt and P concentrations measured by ICP‐MS 
(ICP‐MS  approach) was  considered  a more  reliable  approach  for  the    determination  of  Pt‐
adducts per nucleotide compared  to using Pt concentrations by  ICP‐MS  in combination with 
DNA concentration measured by UV  (the UV approach).   This was not only attributed to the 
high reliability of the Pt/P ratio in correcting for DNA matrix effects and sample losses, but also 
potentially due  to higher accuracy of  calculating  the number of nucleotides based on  the P 
data  obtained  by  ICP‐MS  compared  to  using  the  UV  DNA  concentration.  Employing  Eu  as 
internal  standard  significantly  improved Pt quantification  in comparison  to using no  internal 
standard.  In addition Eu was found as a suitable  internal standard to correct for DNA matrix 
effects  for  both  Pt  and  P.  Consequently,  both  the  UV  and  ICP‐MS  approaches  yielded 
reproducible Pt‐adducts per nucleotide data in the replicate analyses of patient DNA samples 
using  Eu  as  internal  standard.  The  ICP‐MS  approach, however,  achieved more  reproducible 
results confirming its high reliability for determination of Pt‐DNA adducts and the suitability of 
using Eu as internal standard for Pt and P. 
A significant part of the work described in this chapter investigated in vitro and in vivo Pt‐DNA 
adduct  formation  and  repair  by  carrying  out  ICP‐MS  studies  using  cell  cultures  and  clinical 
samples obtained  from cancer patients.  In vitro  studies using  resistant and  sensitive human 
lung cancer cells showed  that a major resistance mechanism  to cisplatin could be related  to 
the  high  tolerance  of  some  cancer  cells  to  Pt‐DNA  adducts.  The  significant  inter‐patient 
variability  in  Pt‐DNA  adduct  formation  and  clinical  response  observed  following  treatment 
with Pt‐based drug chemotherapy supports the view that the standard approach of optimising 
the  Pt  dose  according  to  body  surface  area  (BSA)  and  kidney  function  only  is  not  reliable. 
Correlations  of  in  vivo  Pt‐DNA  adduct  formation  and  repair  results  from  patient  blood 
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leukocytes with clinical notes indicated that Pt drug toxicity could be related to high levels of 
adduct  formation. Moreover, evidence  that high  repair  capacity might be predictive of high 
patient tolerance to Pt chemotherapy has been noted.  It has been suggested, therefore, that 
determination  of  ex‐vivo  Pt‐DNA  adduct  formation  and  repair  in  normal  cells  such  as 
leukocytes might be a potential approach to predict toxicity. Such a simple blood test would 
be a significant advancement in cancer patient care since many patients receive Pt‐based drug 
chemotherapy as palliative treatment where the toxicity  is the major driver for adjusting the 
Pt‐based drug dose.  
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3 Speciation of oxaliplatin adducts with DNA nucleotides using 
HPLC with complementary SF­ICP­MS, ESI­Ion Trap MS and UV. 
3.1 Introduction 
Following the success of developing an ICP‐MS assay for the determination of total in vivo Pt‐
DNA  adducts  in  patients,  it  was  decided  to  develop  an  assay  for  the  speciation  of  these 
adducts by LC‐ICP‐MS. As DNA  is considered the ultimate pharmacological target of Pt‐based 
drugs,  characterising  and  quantifying  the  different  Pt‐DNA  adducts  can  be  important  to 
investigate  the  specific  role  of  each  adduct  in  inducing  cytotoxicity.  Several  ICP‐MS  based 
speciation methods  have  been  reported  for  studying  in  vitro  147  and  in  vivo  148‐150  cisplatin 
adducts with DNA, however, no similar methods were  reported  for oxaliplatin.   Therefore  it 
was decided  to develop LC‐ICP‐MS methods  to speciate oxaliplatin adducts with DNA at  the 
mono‐nucleotide, di‐nucleotide and cellular  levels. As with the other assays described  in this 
thesis,  these methods were ultimately aimed at  the  speciation of  in vivo adducts  in patient 
samples, therefore the sensitivity and speed of the analyses were optimised so the methods 
could  be  applied  in  a  clinical  environment.  In  addition  to  ICP‐MS  detection,  the  speciation 
studies described  in  this  chapter employed ESI‐Ion Trap‐MS and UV detection  for  structural 
elucidation and full characterisation of the adducts at the elemental and molecular levels. 
The  32P‐Post‐labelling  assay  (PLA)  is  considered  the  most  sensitive  and  commonly  used 
technique for the speciation of Pt‐DNA adducts including those formed by oxaliplatin. The PLA 
is carried out by treating DNA with an enzymatic mixture containing nuclease P1, DNAse I, and 
alkaline phosphatase which digests  the DNA  into a mixture of unmodified mononucleotides 
and dinucleotide Pt adducts. These adducts are then  isolated, usually by applying solid phase 
extraction,  followed by  incubation with NaCN  to deplatinate  them.   Finally,  the adducts are 
post‐`labelled with  [γ‐32P] ATP  by  T4  polynucleotide  prior  to  separation  and  quantification 
using  TLC  or HPLC.  151  The main  advantage  of  the  PLA  is  the  exceptional  sensitivity which 
allows quantification of 0.16 Pt‐DNA adducts in 106 nucleotide using 10 µg DNA. 113 However, 
the radioactive hazard and the  laborious and  intensive nature of the assay are disadvantages 
which limit its use in a clinical environment.   
Molecular  mass  spectrometry  has  been  extensively  used  for  studying  the  interactions  of 
cisplatin and DNA nucleotides.152‐155  , however, that  is not the case with oxaliplatin. The  few 
such  studies  which  have  been  reported  include  the  investigation  of  the  interaction  of 
oxaliplatin with calf  thymus DNA  (ct‐DNA)  156, guanine nucleotides  157,  158 and with  individual 
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nucleo‐bases. 159 Mowaka et al 156 have used LC‐ion trap MS to qualitatively characterise and 
elucidate the structure of  intra‐ and  inter‐strand oxaliplatin‐DNA adducts  in ct‐DNA following 
enzymatic  digestion, while  Le  Pla  et  al  160  developed  a  60 min  LC‐MS/MS method  for  the 
quantification of in vitro intra‐strand AG and GG oxaliplatin adducts. The detection limit of the 
method  was  0.23  and  0.19  DACHPt‐GG  and  DACHPt‐AG  adducts  per  106  nucleotides, 
respectively, using 100 μg DNA. Much less DNA, however, is usually obtained from patients as 
was  seen  in  Chapter  2,  therefore  this  LC‐triple  quadrupole MS method  is  not  considered 
suitable for clinical applications. 
Another  very  sensitive method  that was used  for  the  speciation of oxaliplatin‐DNA adducts 
employed  off‐line  accelerator  mass  spectrometry  (using  a  14C  label)  following  HPLC 
purification.  112 The method, which was used  for  the quantification of both  inter‐ and  intra‐
strand adducts, had a detection  limit of 1 amol Pt‐DNA adducts per µg DNA using a 1μg DNA 
sample (3.1 Pt adducts per 1010 nucleotides) which is the lowest DL reported to date. However, 
this  technique has  the major disadvantage of employing  14C radio  labelled drugs and a  large 
scale experimental facility which prevents its routine use in clinical applications.   
Coupling a separation technique, such as HPLC, with a sensitive detector such as ICP‐MS offers 
a  speciation  tool  with  powerful  multi‐elemental  detection  for  the  separation  and 
quantification of different Pt‐DNA adducts. Several LC‐ICP‐MS methods have been developed 
and used for the speciation of cisplatin adducts with dGMP 161, oligonucleotides 147 and DNA in 
vitro  149,  ex  vivo  162  and  in  vivo.  148,  150  Recently,  the  unique  advantage  of  using  ICP‐MS 
detection in conducting isotope dilution (ID) analysis for improving accuracy and precision has 
been employed for the  speciation of cisplatin‐DNA adducts by LC‐ICP‐MS. 149 The method was 
used  to quantify cisplatin‐DNA adducts generated  in vivo  in Drosophila  larvae and  in vitro  in 
head  and  neck  squamous  cancer  cells.  149  Although  ID  can  provide  very  accurate 
quantifications, its use in routine clinical environment is not currently feasible due to the need 
for very large DNA samples and the high cost of isotope enriched reagents.  Brouwers et al. 162 
used a 50‐min gradient HPLC‐ICP‐MS method  for  studying  the  time‐dependent  formation of 
intrastrand  GG  and  AG  cisplatin  adducts  in  peripheral  blood  mononuclear  cells  after 
incubation  of  whole  blood  with  cisplatin,  and  with  acetylcysteine  followed  by  cisplatin 
incubation. Recently, a fast and sensitive LC‐ICP‐MS method was used for the determination of 
intra‐strand GG  cisplatin  adducts  in  cell  lines  and  in  leukocytes  obtained  from  patients  on 
cisplatin chemotherapy. 150 The limit of detection and quantification of the method were 0.21 
and 0.67  fmol per  μg DNA,  respectively. This  is equivalent  to 0.65 and 2.1  adducts per 107 
nucleotides respectively using 20 µg DNA. 
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The work presented  in  this chapter describes  the development of novel LC‐ICP‐MS methods 
for the speciation of oxaliplatin adducts with DNA nucleotides. The main aim of this work was 
to develop fast and sensitive LC‐ICP‐MS methods suitable for the quantification of oxaliplatin‐
DNA  adducts  in  vitro, with  the  potential  to  quantify  in  vivo  adducts  obtained  from  patient 
samples. The method for the quantification of oxaliplatin‐GG intrastrand adducts was used to 
monitor  adduct  formation  and  repair  in human  colorectal  cancer  cells  treated  in  vitro with 
oxaliplatin. The  limit of detection of the method was determined to evaluate  its capability to 
detect  oxaliplatin  adducts  in  clinical  samples  obtained  from  patients  following  oxaliplatin 
chemotherapy.  This work  also  describes  the  separation  and  characterisation  of  oxaliplatin 
bifunctional adducts with free mono‐ and di‐nucleotides by LC‐ESI‐MS. Online UV absorption 
spectra, in addition to 195Pt and 31P signals, were also obtained for each adduct simultaneously 
by coupling the HPLC to UV and SF‐ICP‐MS detection. The study of the interaction at this level, 
as  compared  to  interaction  with  intact  DNA,  allows  better  understanding  of  the  basic 
processes of adduct formation in the absence of factors such as geometry and steric effects of 
the DNA molecule which might  influence  the amount and  stability of  the adducts. The  fast 
separation methods employed  in  this  study,  coupled  to  informative and  sensitive detection 
with ESI‐MS and SF‐ICP‐MS, have wide potential for studying oxaliplatin interactions with DNA, 
whether  at  the  simple  level  of  drug  nucleotide  interaction,  or  in more  complex  biological 
settings such as oxaliplatin‐DNA adduct formation and repair in cells both in vitro and in vivo. 
3.2 Experimental 
3.2.1 Chemicals 
ApG and GpG di‐nucleotides were obtained from biomers.net (Ulm, Germany). dGMP (G) and 
dAMP (A) were obtained from Sigma Aldrich(Poole, UK). Oxaliplatin used for treatment of cell 
lines  was  obtained  from  Sanofi‐Synthelabo  Limited  (Guildford,  UK).  QIAGEN  Blood  &  Cell 
Culture DNA Midi Kits were purchased from Qiagen (Crawley, UK). All other chemicals, ct‐DNA, 
tissue  culture  media,  enzymes  and  reagents  were  purchased  from  Sigma  Aldrich,  unless 
otherwise stated. 
3.2.2 Instrumentation 
Elemental detection of 195Pt and 31P was performed using a Thermo Element 2XR sector‐field 
ICP‐MS  instrument  (Thermo Scientific, Bremen, Germany). The  instrument was fitted with Ni 
sampler and skimmer cones  (Spectron, Venture, CA, USA) and a sample  introduction system 
that  consisted of a  cyclonic  spray  chamber  (Glass Expansion, Victoria, Australia) and PFA  μ‐
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flow LC nebuliser (Elemental Scientific, Omaha, USA). The gas flows were tuned for maximum 
signal intensity with typical values for cool, auxiliary and nebuliser gases of 15.5, 0.82 and 1.13 
l min‐1 respectively. In the mono‐ and di‐nucleotide experiments, the instrument was operated 
in the medium resolution mode to monitor 195Pt and 31P signals. To quantify oxaliplatin‐DNA 
adducts in the cell lines, 195Pt only was monitored and the instrument was operated in the low 
resolution mode  to  get  the maximum  sensitivity.  The HPLC  separations were  done  using  a 
Surveyor Plus HPLC system (Thermo Scientific, San Jose, USA). The HPLC system consisted of a 
quaternary MS pump module and a micro autosampler equipped with a 20‐μl  injection  loop 
operated  in  the partial  loop  fill mode  to allow 10  μl  injection volumes. A photo diode array 
(PDA) detector was used for UV detection. Mono‐nucleotide interactions with oxaliplatin were 
studied  using  a  Phenomenex  Synergi  Polar‐RP  column  which  has  an  ether‐linked  phenyl 
stationary phase with polar end‐capping (4.6 mm x 50 mm x 4 μm). Adducts formed from di‐
nucleotide  interactions with oxaliplatin were separated using a Waters Xterra C8 column (4.6 
mm x 50 mm x 2.5 μm). Quantification of oxaliplatin adducts in cell lines following enzymatic 
digestion was performed on a Waters Xterra C18 column (4.6 mm x 50 mm x 2.5 μm). 
The linear ion trap mass spectrometer used in this study was an LTQ model (Thermo Scientific, 
San Jose, USA) equipped with an electrospray ionisation (ESI) source operated in the negative 
mode  at  5.0  kV  and  300˚C. N2 was used  as  the  nebulisation  gas with  sheath,  auxiliary  and 
sweep gas flows set to 48, 8, and 10 arbitrary units, respectively. 
When simultaneous elemental and molecular detection was required the PDA, ESI‐MS and ICP‐
MS were coupled to HPLC by splitting the flow after the PDA detector in a 50:50 ratio between 
the ESI‐MS and ICP‐MS.  
3.2.3 Oxaliplatin incubation with mono­ and di­nucleotides 
Investigation of oxaliplatin  interaction with mono‐nucleotides was  carried out by  incubating 
oxaliplatin (2 mM) with a mixture of A and G mono‐nucleotides  in de‐ionised (DI) water,  in a 
1:1:1 molar ratio, for 180 h at 37°C. Oxaliplatin incubation with di‐nucleotides was carried out 
using a mixture of GG and AG  in DI water for 48 h at 37°C. The concentrations of oxaliplatin 
and  each  of  the  di‐nucleotides  were  2  and  0.2  mM  respectively.  This  is  relatively  high 
oxaliplatin  concentration,  and  ideally  it  should  be  about  twice  that  of  each  di‐nucleotide. 
Nevertheless,  that  did  not  affect  the  type  of  adducts  expected  to  form.  The  samples were 
analysed by HPLC with complementary online and simultaneous detection using UV, ESI‐linear 
ion trap MS and ICP‐MS. Only mono‐ and di‐nucleotides containing A and G nucleobases were 
133 
 
studied  in this work since Pt drugs are known to  interact predominantly with these two DNA 
bases. 
3.2.4 Cell culture and DNA extraction 
Cellular DNA used in this work was obtained from a previous cell culture study carried out as 
part of a MChem project by Sarah Taylor 163, which   employed the ICP‐MS assay described  in 
Chapter 2 to quantify in vitro total Pt‐DNA adducts of oxaliplatin in colorectal cancer cells. 
The human colorectal cancer cell  line H29 used  in the tissue culture was purchased from the 
American  Type Culture Collection  (USA). Cells were  cultured  in Dulbecco's modified  Eagle's 
media supplemented with 10% FCS and 4500 mg.L‐1 glucose in a 37 ˚C incubator with 5% CO2. 
Cells were  incubated with 50 μM oxaliplatin  for 1 h at 37 °C  in two tissue culture  flasks and 
then washed free of the drug with phosphate buffered saline (PBS). Cells were incubated in a 
higher drug concentration  than  the clinically  relevant concentration  (~5 µM)  to compensate 
for the short incubation time in comparison to the clinical situation where the drug circulates 
in the body for  longer periods. The cells were  incubated  in drug free media for 1 h and 24 h, 
corresponding  to  the  times when patient  samples  are normally  available,  in order  to  study 
post  incubation adduct formation and repair. Non‐drug treated controls were also processed 
alongside  the  drug  treated  samples.  At  the  end  of  the  incubation  time,  the  cells  were 
harvested and the DNA was extracted as described earlier in Chapter 2 Section 2.3.2.1.  
3.2.5 Treatment of ct­DNA with oxaliplatin 
ct‐DNA  was  incubated  with  oxaliplatin  in  DI  water  for  48  h  at  37°C.  The  molar  ratio  of 
oxaliplatin to nucleotides was 1:30.  The DNA was then precipitated by the addition of ice cold 
100% ethanol and centrifugation at 15,000 rpm for 15 min. The sample was then washed twice 
with  70%  ethanol  before  it  was  dissolved  in  DI  water  and  the  DNA  concentration  was 
determined by UV absorbance at 260 nm. 
3.2.6 Enzymatic digestion of DNA 
The DNA samples were digested into a mixture of adducts and free nucleosides by Nuclease P1 
(NP1), DNAse1 and  Shrimp Alkaline Phosphatase  (SAP) enzymes as described elsewhere.  151 
Briefly,  100  μl  of  50 mM  ammonium  acetate  (NH4Ac,  pH  5.0) was  added  to  a  150  μl DNA 
sample (70‐90 µg DNA) and digested with 5 U of NP1 at 60 °C for 2 h. Subsequently, 12 μl of 
1M Tris‐HCl (pH 8.2) with 10 mM MgCl2, 1 mM ZnCl2, 50 U DNase  I and 10 U of SAP enzyme 
were added and the digestion continued overnight at 37 °C. After the incubation, the digestion 
enzymes were removed from the sample by centrifugal filtration at 14,000 g for 15 min using 
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10,000 MWCO filters. The collected filtrate, containing the adducts and free nucleosides, was 
concentrated by drying under a stream of nitrogen and then reconstituted  in 70 μl deionised 
water.  10  µl  of  the  enzymatically  digested  DNA  was  then  used  to  quantify  oxaliplatin‐GG 
adducts in cells by LC‐ICP‐MS, and carry out structural identification by LC‐ESI‐linear ion trap‐
MS  in the case of the ct‐DNA samples. The DNA mass  injected on the column was calculated 
based on DNA amount digested (determined by UV) and injection volume used for the analysis 
(10 µl). 
3.2.7 Chromatographic separation 
The separation of nucleotides and  their oxaliplatin complexes  requires highly selective HPLC 
methods  with  good  resolution  due  to  their  similar  chemical  structures  and  polarities. 
However, methods using highly organic mobile phases and gradient elution were avoided to 
improve compatibility with  ICP‐MS detection. Although different approaches are available to 
overcome  quantification  problems  associated with  gradient  elution  and  carbon  deposition 
from organic  solvents, only  isocratic and aqueous  separations were considered due  to  their 
simplicity and ease of coupling  to  ICP‐MS. The default mobile phase  that was used  for most 
separations was 10 mM ammonium acetate buffer which was chosen due to its compatibility 
with  ICP‐MS  detection. When  low  pH  was  required  ammonium  formate  buffer  was  used.  
When needed, a small amount of methanol was added to mobile phase (5%) to optimise the 
separation.  All  the  columns  evaluated  in  this work  performed  very well  even  under  100% 
aqueous mobile phase conditions. This was demonstrated in the reproducible retention times 
and excellent peak shapes observed in all separations.  Flow rate and pH of the mobile phases 
were  further parameters  that were  considered  to optimise  the  speed and  selectivity of  the 
separation.  
As a  result of  the  restrictions on  the mobile phase content,  column  selection was  the most 
significant  factor  for  achieving  the  desired  separations.  Three  columns  with  different 
chemistries  (C18, C8 and ether  linked phenyl bonded silica), and thus different retentions and 
selectivities, were  investigated. These columns employed sub 5 µm particle sizes (2.5 μm for 
the  C8  and  C18  and  4  μm  for  the  ether  linked  phenyl)  to  achieve  fast  and  high  resolution 
separations of the adducts.  
UV and ESI‐MS detection were employed at all stages in the method development to provide 
identification  of molecular  species.  Once  a  satisfactory  separation  of  all  the  analytes  was 
achieved, the column was coupled to ICP‐MS and ion trap MS, simultaneously, by splitting the 
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flow  post  the  UV  detector,  in  order  to  simultaneously  provide  elemental  and  molecular 
information. 
3.3 Results and discussion 
3.3.1 Method development 
3.3.1.1 Separation of oxaliplatin adducts with A and G mono­nucleotides 
The separations of oxaliplatin adducts with A and G mono‐nucleotides were conducted using 
the ether linked phenyl bonded silica column (Figure 39). According to the manufacturer, this 
stationary phase has a higher  selectivity and  increased  retention  for polar  compounds with 
100% aqueous mobile phase systems compared to alkyl bonded silica (C8 and C18). Therefore 
this  column  was  a  potential  choice  to  perform  LC‐ICP‐MS  speciation  of  the  polar  and 
structurally similar oxaliplatin adducts with the mono‐nucleotides. 
 
Figure 39 Ether linked phenyl bonded silica stationary phase 
A first successful separation using this column was carried out in 40 min under 100% aqueous 
conditions using 10 mM ammonium acetate pH 5.5 as a mobile phase with a flow rate of 1 ml 
min‐1 as can be seen  in Figure 40A. The good separation however suggested that  it could be 
achieved  in  shorter  run while maintaining a  sufficient  resolution. Therefore  the  flow  rate of 
the mobile phase was increased to 2 ml min‐1 in order to speed up the method. This increase 
resulted in a decrease in the run time by a factor of 2 as can be seen in Figure 40B while still 
maintaining a good  separation. The  latter method was used  for  carrying out elemental and 
structural characterisation of oxaliplatin adducts, by ICP‐MS and ion trap ESI‐MS. 
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Further optimisation of method run time 
In  parallel  with  the  elemental  and  molecular  characterisations  of  the  complexes,  further 
method optimisation experiments were done in order to improve the speed of the separation. 
Therefore it was decided to optimise the column temperature, pH and organic content of the 
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Figure  40  Separation  of  oxaliplatin  adducts with  A  and  G mono‐nucleotides  using  the  ether  linked  phenyl
column with  100%  10 mM  ammonium  acetate  pH  5.5  at  1 ml min‐1  (A)  and  2 ml min‐1  (B)  at  25°C. DACH:
diaminocyclohexane platinum. 
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mobile phase with the aim to increase the speed of the separation while maintaining enough 
resolution.  
Increasing  the  temperature of  the  column usually  results  in  improving  the efficiency of  the 
separation  due  to  enhancing  transfer  and  interaction  between  the  analytes  in  the mobile 
phase and  the  column as a  result of decreasing  the viscosity of  the mobile phase at higher 
temperatures.  Increasing  the  column  temperature  to  40°C  improved  the  speed  of  the 
separation significantly and  resulted  in enhanced peak shapes as can be seen  in Figure 41A.  
Based on  this  result  it was possible, by  increasing both  the  flow  rate  to 2 ml min‐1 and  the 
column temperature to 40°C, to achieve a full separation for all peaks in less than 8 minutes as 
can be seen in Figure 41B. 
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In order to  investigate  if adding an organic modifier could also  improve the speed of method 
while maintaining a good resolution, a small percentage  (5%) of methanol was added to the 
mobile phase. As expected  the  run  time of  the method was  reduced  significantly as can be 
seen  in  Figure  42B  compared  to  the  separation with  100%  aqueous  conditions  Figure  42A 
indicating the weak interaction of the polar analytes with the column.    
 
Figure  41  Separation of oxaliplatin  adducts with A  and G mono‐nucleotides using  the  ether  linked phenyl
column with 100% 10 mM ammonium acetate pH 5.5 at 1 ml min‐1 (A) and 2 ml min‐1 (B) flow rates and 40°C
column temperature. 
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Studying the effect of the mobile phase pH showed that changing the pH had an effect on the 
resolution of the separation. Reducing the pH of the mobile phase to 4.5 (Figure 43B) showed 
a deterioration  in the separation of the adducts and a slight  increase  in their elution times  in 
comparison to the separation carried out at pH 5.5  (Figure 43A).   This was attributed to  the 
difference  in  the  ionisation  and  thus  hydrophobicity  of  the  nucleotides  at  different  pHs.  
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Figure  42  Separation  of  oxaliplatin  adducts with  A  and  G mono‐nucleotides  using  the  ether  linked  phenyl
column with 100% 10 mM ammonium acetate pH 5.5 (A) and 5:95 methanol : 10 mM ammonium acetate pH 5.5
(B) at 1 ml min‐1  flow rate and 25°C column temperature. 
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Reducing  the pH  further  to pH 3.0, which was achieved by using ammonium  formate buffer 
which was suitable for the low pH range,  resulted in a better separation (Figure 43C) than that 
at pH 4.5  (Figure 43B) but not as good as pH 5.5  (Figure 43A). Furthermore, A and G peaks 
were co‐eluting at pH 3.0. These results show clearly that pH 5.5 was the optimum pH using 
the ether  linked phenyl stationary phase. Investigating the effect of higher pH range was not 
carried out to avoid the potential of damaging the column which had a range of pH stability 
between 1.0 – 7.0.  
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Figure 43 Separation of oxaliplatin adducts with A and G mono‐nucleotides using the ether linked phenyl column
with  5:95 methanol  :  10 mM  buffer  pH  5.5  (A),  4.5  (B)  and  3.0  (C)  at  1 ml min‐1    flow  rate  and  25°C  column
temperature. The buffer used in A and B was ammonium acetate whereas ammonium formate was used in C. 
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3.3.1.2 Separation of oxaliplatin adducts with AG and GG di­nucleotides 
Attempts to separate oxaliplatin adducts with AG and GG di‐nucleotides using the ether linked 
phenyl column were not successful.   Using this column with 100% 10mM ammonium acetate 
mobile phase pH 5.5 conditions at 1ml min‐1  flow rate resulted  in a co‐elution of two of the 
three  adducts  (Figure  44A).  The  addition  of  5%  methanol  was  useful  in  improving  the 
separation but only to a certain degree. Adding methanol reduced the run time and enhanced 
the  selectivity  of  the  analysis  but  this  was  not  enough  to  produce  a  complete  base  line 
resolution for the two co‐eluting adducts (Figure 44B). Therefore  it was decided to carry out 
the separation using another stationary phase.  
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Changing  the  stationary  phase  to  alkyl  bonded  silica  (C18  and  C8)  resulted  in  better 
separations.  In contrast  to the separation using the ether  linked phenyl column, the 95:5 10 
mM ammonium acetate pH 5.5: methanol mobile phase at 1 ml min‐1 flow rate resulted  in a 
complete resolution of the three oxaliplatin adducts in addition to the unmodified GG and AG 
using  the  C8  column  (Figure  45A).  Alternatively,  the  separation  conducted  using  the  C18 
column  (Figure 45B) was significantly  longer  (28 min) which was attributed  to  the dominant 
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Figure 44 Separation of oxaliplatin adducts with AG and GG di‐nucleotides using the ether linked phenyl column
with 100% 10 mM buffer pH 5.5 (A) and 5:95 methanol : 10 mM ammonium acetate pH 5.5  at 1 ml min‐1   flow
rate and 35°C column temperature. 
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hydrophobic nature of C18 compared to C8 particularly under aqueous conditions. Based on 
these results, the method employing the C8 column (Figure 45A) was selected to carry out the 
elemental and molecular characterisation of oxaliplatin adducts with  the di‐nucleotides. The 
difference in peak areas of oxaliplatin observed between Figure 44 and Figure 45 is due to the 
lower oxaliplatin concentrations used  initially during method development (Figure 44) before 
it was increased later to 2mM (Figure 45).    
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Figure 45 Separation of oxaliplatin adducts with AG and GG di‐nucleotides using the C8 (A) and C18 (B) with 5:95
methanol: 10 mM ammonium acetate pH 5.5 at 1 ml min‐1 flow rate and 25°C column temperature. 
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3.3.2 Molecular and elemental characterisation of oxaliplatin adducts 
3.3.2.1 Oxaliplatin adducts with A and G 
Studying oxaliplatin bifunctional adducts with A and G  is of biological  importance since these 
adducts  resemble  the  interstrand  and  1,3  intrastrand  adducts  obtained  following NP1  and 
DNase1 enzymatic digestion of DNA employed  routinely  for  the  isolation of Pt‐DNA adducts 
both  in vivo and  in vitro. Oxaliplatin bifunctional adducts with A and G were  studied  in  this 
work by HPLC coupled simultaneously to UV, ESI‐linear ion trap‐MS and ICP‐MS demonstrating 
the  applicability  of  the method  for  characterisation  of  these  adducts  at  the molecular  and 
elemental levels.  
Incubation  of  oxaliplatin with  A  and G mono‐nucleotides  resulted  in  the  formation  of  five 
adducts as can be seen in the LC‐ICP‐MS chromatogram (Figure 46). The presence of Pt and P 
in each adduct, as  indicated by the matching 195Pt and 31P peaks, confirmed the coordination 
between Pt and the mono‐nucleotides  for the adduct formation. Although the adducts were 
formed in different quantities, the similar 195Pt to 31P peak area ratios for all of the five adducts 
indicated that they were formed at similar oxaliplatin: mono‐nucleotide ratios. 
 
Figure 46 LC‐ICP‐MS sepration of the reaction mixtures of A and G mono‐nucleotides with oxaliplatin using 31P 
and 195Pt detection in medium resolution.  The separation was carried out on the ether‐linked phenyl column (4.6 
mm x 50 mm x 4 μm) using 10 mM ammonium acetate buffer (pH=5.5) mobile phase at a flow rate of 2 ml min‐1 
and 25ºC column temperature. 
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The  MS  and  MS/MS  data  provided  by  ESI‐Linear  ion  trap‐MS  detection  allowed  for 
unambiguous  identification  and  structural  characterisation  for  each of  the  adducts  formed. 
The first adduct which eluted at 3.5 min had a m/z of 1000 and was due to the interaction of 
oxaliplatin with  two guanines  forming  the bifunctional adduct G‐DACHPt‐G  (Figure 47). This 
was  confirmed by  the  fragments  summarised  in  (Table 26)  formed by  the  collision  induced 
dissociation (CID) of this species (Figure 48A). The base peak at m/z 733 and the peak at m/z 
426  corresponded  to  the HPO3  ions of DACHPt‐G and G,  respectively. The  formation of  the 
HPO3  ions which was  typical  for  all  the  bifunctional  adducts with mono‐nucleotides  in  this 
study, was not reported  in a similar study by Mowaka et al.  investigating oxaliplatin adducts 
with ctDNA. 156 However, the addition of 80 Da to the product ions due to the attachment of 
HPO3 was previously reported in collisional dissociation for some oligodeoxynucleotides.  This 
was  attributed  to  phosphate  rearrangement  that  can  take  place  during  the  fragmentation 
process. 
 
In comparison to guanine, interaction of oxaliplatin with adenine produced two less abundant 
adducts  (Figure  46),  both with  the  same mass  (m/z  967),  eluting  at  6.5  and  15 min.  The 
similarity  of  the  MS/MS  spectra  (Figure  48B  and  C)  corresponding  to  the  two  adducts 
suggested they were isomers. The MS/MS data (Table 26) also confirmed that the formation of 
these two adducts was due to the cross‐linking of two A mono‐nucleotides by a DACHPt ligand 
to form the bi‐functional adduct A‐DACHPt‐A. The MS/MS data (Figure 48B and C), however, 
did  not  provide  evidence  about  the  difference  in  the  structural  conformation  of  the  two 
isomers. Previous studies using cisplatin showed that adenine can be platinated at the N1 and 
N7 positions forming N1, N7 and N7, N7 bifunctional adducts. 164 The N1, N1 isomer, however, 
was  not  formed  which  was  attributed  to  the  possible  involvement  of  steric  hindrance. 
Figure 47 Chemical structures of the bi‐functional adduct G‐DACHPt‐G and the N1,N7 and the N7, N7 isomers of 
the bi‐functional adduct A‐DACHPt‐G. 
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Therefore, the two minor peaks observed at 6.5 and 15 min with m/z 967 were assigned to the 
formation of N1, N7 and N7, N7 isomers of the bifunctional A‐DACHPt‐A adduct.  
Table 26 Main fragments observed in the CID of oxaliplatin adducts with A and G mono‐nucleotides. 
Adduct  Fragment  Observed mass (m/z) 
G‐DACHPt‐G 
m/z 1000 
G  346 
HPO3 ion of G  426 
HPO3 ion of DACHPt‐G  733 
Loss of deoxyribose phosphate 804 
 A‐DACHPt‐G 
(two  isomers) 
m/z 984 
A  330 
HPO3 ion of A  410 
HPO3 ion of DACHPt‐A  717 
HPO3 ion of DACHPt‐G  733 
Loss of deoxyribose phosphate 788 
 A‐DACHPt‐A 
(two isomers) 
m/z 967 
A  330 
HPO3 ion of A  410 
DACHPt‐A  637 
HPO3 ion of DACHPt‐A  717 
Loss of deoxyribose phosphate 772 
 
The two other major adducts, which eluted at 4.5 and 10 min  (Figure 46) and had the same 
mass  to  charge  ratio  (m/z 984), were  associated with  the  formation of N1, N7  and N7, N7 
isomers of  the mixed bi‐functional adduct A‐DACHPt‐G. The MS/MS spectra of both adducts 
(Figure  48D  and  E) were  similar  and  confirmed  the  complexation  of  the DACHPt  ligand  to 
adenine  and  guanine  as  summarised  in  Table  26.  The  MS/MS  characterisation  of  similar 
adducts  in  the  study  of  oxaliplatin  interaction  with  ctDNA  was  complicated  due  to  the 
coelution of adducts with similar masses from the complex DNA digest. 156 
The preferential binding of G over A for Pt was shown by both the molecular and elemental 
spectra.  The  formation  of DACHPt‐G  as  the major  fragment  (base  peak  at m/z  733)  in  the 
MS/MS  spectra  of  A‐DACHPt‐G  demonstrates  the  higher  relative  affinity  between  G  and 
DACHPt. This was  in agreement with the favourable formation of G‐DACHPt‐G demonstrated 
by its larger 195Pt and 31P peak areas compared to those of the two A‐DACHPt‐A adducts. The 
preferential binding of guanine over adenine  for platinum complexes has been  the  focus of 
several reports.41, 165, 166 
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Figure  48  MS/MS  spectra  of  the  bifunctional  adduct  G‐DACHPt‐G  at  m/z  1000  (A),  the  two  isomers  of  the 
bifunctional adduct A‐DACHPt‐A at m/z 967 (B and C), and the two isomers of the bifunctional adduct A‐DACHPt‐
G at m/z 984 (D and E). All MS/MS spectra do not show precursor ions which was typical in all spectra obtained 
at high collision energy.  
A 
B C 
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The PDA data  and  chromatographic  separation of  the  isomeric  adducts provided  additional 
information  for  their  characterisation.  In  addition  to  the  difference  in  retention  times,  the 
isomers showed variations in their peak areas and the wavelength of maximum UV absorption 
(λmax).  PDA  data  showed  a  2‐3  nm  shift  to  longer wavelength  in  λmax  for  the  later  eluting 
isomers of both A‐DACHPt‐G (from 258 to 260 nm) and A‐DACHPt‐A adducts (from 260 to 263 
nm). Platination at the N7 site of adenine was reported to show λmax at a  longer wavelength 
compared  to  N1  platination.  164  Therefore,  the  second  peaks  of  the  A‐DACHPt‐G  and  A‐
DACHPt‐A  adducts  could  be  attributed  to  the  elution  of  N7,  N7  isomers.  This  was  also 
supported by  the higher  abundance  and  thus  the  favourable  formation of  the  later  eluting 
isomers compared to the earlier ones (about 2:1 ratio) since steric calculations predict that the 
N1 site will be less favourable for metal binding than the N7. 167 Metal coordination to the N1 
and N7  sites, however, depends also on other  factors  such as  the pH  168,  169 and,  therefore, 
definite  assignment  of  the  platination  site  of  adenine  as  N1  or  N7  would  require  further 
investigation by H1‐NMR investigation or X‐ray crystallography. Full characterisation of the N1 
and N7  isomers by other  techniques  is outside  the  scope of  this study, but  it could become 
important  if  evidence become  available  that  isoforms have different  therapeutic or  toxicity 
properties. 
3.3.2.2 Oxaliplatin adducts with AG and GG 
It  is known  that more  than 90% of oxaliplatin adducts with DNA are  formed by cross‐linking 
two adjacent guanine, or adenine and guanine nucleotides on the same DNA strand, forming 
intrastrand  adducts.  Therefore,  speciation  of  oxaliplatin  adducts  with  AG  and  GG  di‐
nucleotides can provide a simple and useful model to understand the interaction of oxaliplatin 
with its main binding sites on the DNA target.  
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Figure 49 LC‐ICP‐MS separation of the reaction mixtures of AG and GG di‐nucleotides with oxaliplatin using 31P 
and 195Pt detection in medium resolution. The separation was carried out on the C8 column (4.6 mm x 50 mm x 
2.5  μm)  using  5:95  methanol:  10  mM  ammonium  acetate  buffer  (pH=5.5)  mobile  phase  at  a  flow  rate  of                  
1 ml min‐1 and 25ºC column temperature. 
Incubation  of  oxaliplatin with GG  and AG  di‐nucleotides  resulted  in  the  formation of  three 
adducts  (Figure 49). The  low  reaction  yield  compared  to  that of  the mono‐nucleotides was 
expected  due  to  the  shorter  incubation  time  (48  h)  and  the  potentially  slower  adduct 
formation rate of oxaliplatin with the di‐nucleotides. The major adduct which eluted at 3.8 min 
presented a MS signal at m/z=902 with the  isotopic pattern of Pt (Figure 50) was assigned as 
DACHPt‐GG (Figure 51). This assignment was confirmed by structural elucidation using MS/MS 
spectra observed by the activation of the m/z 902 ion (Figure 52A). The other two adducts at 
retention  times  of  2.5  and  5.5  min  which  had  the  same  molecular  ions  (m/z=  886)  and 
exhibited similar MS/MS spectra (Figure 52B and C), were associated with the formation of N1, 
N7 and N7, N7 DACHPt‐AG  isomers  (Figure 51). The  formation of  two  isomeric adducts with 
DACHPt cross‐linking adjacent A and G was also observed  following  in vitro DNA  incubation 
with oxaliplatin, however these adducts were attributed to the formation of DACHPt‐GA and 
DACH‐AG adducts.  156   The MS/MS spectra shown  in  this study are  in agreement with  those 
obtained  by Mowaka  et.  al.  156  for  the  intrastrand  oxaliplatin  adducts  formed  in  DNA.  A 
summary of the fragments masses and their assigned identities can be seen in Table 27. 
0
500
1000
1500
2000
2500
3000
0.E+00
1.E+05
2.E+05
3.E+05
4.E+05
5.E+05
6.E+05
7.E+05
8.E+05
9.E+05
0 1 2 3 4 5 6 7 8
31
P (
cp
s)
19
5 P
t (c
ps
)
Time (min)
Pt P
DACHPt-GG
GG
DACHPt-AG
DACHPt-AG
AG
Oxaliplatin
31195
151 
 
 
 
Figure  50 MS  spectra  corresponding  to  the  elution  of DACHPt‐GG  adduct  showing  the  characteristic  isotopic 
pattern of Pt. 
 
Figure 51 Chemical structures of the N7, N7 DACHPt‐GG adduct and the N1, N7 and the N7, N7  isomers of the
DACHPt‐AG adduct. 
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Table 27 Fragments observed in the CID of oxaliplatin adducts with AG and GG di‐nucleotides 
Adduct  Fragment  Observed mass (m/z) 
DACHPt‐GG 
m/z 902  G  346 Pt‐guanosine  444 
DACHPt‐G  654 
Loss of guanine base  752 
Loss of DACH  789 
Loss of deoxyribose  805 
DACHPt‐AG 
(two  isomers) 
m/z 886 
G  346 
Pt‐guanosine  444 
DACHPt‐G  654 
Loss of adenine base  752 
Loss of DACH  773 
Loss of deoxyribose  789 
 
Similar to the case of mono‐nucleotides, UV spectra offered additional  information regarding 
the potential conformations of the two DACHPt‐AG adducts. A shift in λmax from 259 to 263 nm 
was  observed  between  the  first  and  second  eluting  isomers which  could  indicate  that  the 
second isomer is the N7, N7 adduct. This was also supported by the higher abundance of the 
second  isomer compared to the first one, as  indicated by the  larger 195Pt and 31P peak areas 
(about 2:1 peak area  ratios),  since  the N7, N7  isomer  is expected  to be  the more  favoured 
adduct.  
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Figure 52 MS/MS spectra of the DACHPt‐GG adduct at m/z 902 (A) and the two isomers of the DACHPt‐AG at m/z 
886 (B and C).  
3.3.3 Speciation  of  in  vitro  oxaliplatin­DNA  adducts  in  human  colorectal 
cancer cells. 
One of the main aims of this work was to develop a fast and sensitive LC‐ICP‐MS method for 
the  speciation of oxaliplatin‐DNA  adducts  formed  in  cells. Ultimately,  this work  is  aimed  at 
quantifying in vivo oxaliplatin adducts in clinical samples obtained from patients on oxaliplatin 
combination chemotherapy. 
The C8 and C18 columns were able to separate synthesised DACHPt‐GG and DACHPt‐AG, which 
represent the predominant intrastrand adducts, and therefore both columns were considered 
potential options to carry out the LC‐ICP‐MS speciation of  in vitro oxaliplatin‐DNA adducts  in 
cells. However, since other polar species, such as mono‐ and  inter‐strand adducts, might be 
present,  the  C18  column  was  selected  because  it  had  a  higher  retention  and  thus  would 
provide  better  resolution  for  separating  the  various  adducts  in  the  complex  DNA  digest 
sample. 
A 
B C
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The  LC‐ICP‐MS  speciation method was used  to  investigate  the  formation of oxaliplatin‐DNA 
adducts in vitro in H29 human colorectal cancer cells following 1 h treatment with oxaliplatin. 
The  cells  were  studied  at  1  h  and  24  h  recovery  time  (after  removal  of  the  drug),  post 
oxaliplatin incubation, in order to monitor any adduct repair that might have occurred. 
 
Figure 53 LC‐ICP‐MS chromatograms of the digested DNA samples extracted from colorectal cancer cells exposed 
in vitro  to 50 µM oxaliplatin  for 1 h and allowed  to  recover  for 1h and 24 h. The small  figure at  the  top  right 
corner represents the   LC‐ICP‐MS chromatogram of DACHPt‐GG adduct following  incubation of oxaliplatin with 
GG di‐nucleotide standard. The separation was done on the C18 column (4.6 mm x 50 mm x 2.5 μm) using 5:95 
methanol: 10 mM ammonium acetate buffer (pH=5.5) mobile phase at a flow rate of 1 ml min‐1 and 25°C column 
temperature. 
Figure  53  (note  chromatograms  are  offset  on  the  y‐axis  to  aid  clarity)  shows  LC‐ICP‐MS 
chromatograms monitoring the 195Pt signal for the speciation of digested control, 1 h and 24 h 
DNA samples  . The  ICP‐MS was operated  in  low resolution mode  for maximum sensitivity  to 
enable detection of the Pt adducts which were expected to form in low abundance. As can be 
seen in Figure 53, several peaks were observed near the solvent front in all samples including 
the control which was not incubated with oxaliplatin. This suggests that these peaks could be 
due  to  the  elution  of  Pt  background  from  the  different  reagents  used  during  the  sample 
preparation and enzymatic digestion and/ or sample carry over originating from the injection 
port. Both the 1 h and 24 h samples showed a major peak at ~8 min. This peak was inferred to 
be the intra‐strand GG adduct since it is expected to be the predominant adduct formed. This 
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conclusion was  supported  by  the match  of  the  retention  time  between  this  peak  and  the 
synthesised  oxaliplatin‐GG  adduct  obtained  from  the  interaction  of  oxaliplatin with GG  di‐
nucleotide. The identity of the proposed GG intrastrand adduct in the DNA samples, however, 
could not be conclusively confirmed by LC‐ESI‐ion‐Trap‐MS due to the low concentration in the 
sample. 
 
In order to establish the  lower  limit of detection (DL) and quantify the number of adducts  in 
each sample, a series of oxaliplatin standards was prepared and injected onto the column for 
calibration  (Figure 54). The DL was 0.14 ppb of Pt  (7.2  fmol) which  is equivalent  to 0.22 Pt 
adduct per 106 nucleotides when normalised to 10 μg DNA. This DL was calculated  based on a 
conservative approach for estimating DL (DL signal = yB + 3sy/x) which  incorporates the blank 
signal (yB) and the standard error associated with the calibration curve (sy/x) (see Appendix B). 
The  sensitivity  of  the method  compares  very well with  LC‐ICP‐MS methods  used  to  study 
cisplatin‐GG  adducts  in patients  150  (DL 4.2  fmol Pt using 20 µg DNA,  equivalent  to 0.13  Pt 
adduct per 106 nucleotides when normalised to 10 μg DNA) and  in Drosophila melanogaster 
larvae  149  (DL  0.5  pmol  Pt).   Also,  a  similar  detection  limit was  achieved  using  an  order  of 
magnitude  less  DNA  than  that  reported  by  Le  Pla  for  the  determination  of  oxaliplatin‐GG 
:
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Figure  54  On‐column  injection  of  oxaliplatin  calibration  standards  used  for  quantifying  in  vitro  intrastrand
oxaliplatin‐GG adducts in human colorectal cancer cells (H29). Standards were run on the same HPLC conditions
used in the cell experiment which employed C18 column (4.6 mm x 50 mm x 2.5 μm) with 5:95 methanol: 10 mM
ammonium acetate buffer (pH=5.5) mobile phase at a flow rate of 1 ml min‐1 and 25°C column temperature. 
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adducts by LC‐ESI‐MS (0.23 Pt adduct per 106 nucleotides using 100 μg DNA). 160 The published 
work  80  described  in  Chapter  2  for measuring  the  total  Pt  adducts  in white  blood  cells  of 
patients on oxaliplatin  combination  chemotherapy  showed a  range between 1‐5 Pt adducts 
per 106 nucleotides. Therefore, assuming GG intrastrand adducts are at least 50% of the total 
adducts,  the sensitivity of  this assay would be sufficient  to detect oxaliplatin GG  intrastrand 
adducts  formed  in  vivo  in patients  following  treatment with oxaliplatin using only 10 µg of 
patient DNA. 
Evidence of repair can be observed by comparing the 1 h and 24 h samples. The 24 h sample 
showed  a  smaller  GG  intrastrand  adduct  peak,  even  though  a  larger  DNA  sample  (due  to 
higher DNA yield and concentration of the 24 h cell culture) was  injected on the column (9.8 
μg) compared to the 1 h DNA sample (7.2 μg). Moreover, two unidentified minor peaks can be 
seen at 5 and 6 min respectively in the 1 h sample but were not detected in the 24 h sample. 
The absence of these two peaks may be  indicative of further repair or a transformation from 
mono‐ to bi‐functional adducts, however, such conclusions would require more investigation. 
The  quantified  number  of  adducts  corresponding  to  the  GG  intrastrand  peaks  were 
determined to be 4.5 Pt adducts per 106 nucleotides and 2.5 Pt adducts per 106 nucleotides in 
the  1h  and  24  h  samples  respectively. Work  carried  out  by  Taylor  163  demonstrating  the 
repeatability of Pt‐DNA adduct quantification  from  same  cell  cultures, using  the procedures 
and assays described in this thesis,  indicates that this is a significant reduction in adduct yield, 
and suggests  that  these cell  lines were able  to  repair a considerable percentage of  their GG 
intrastrand adducts in less than 24 h. 
It  should be noted  that  column  recoveries of oxaliplatin  standards might be different  from 
those of oxaliplatin GG intrastrand adducts which may affect the absolute quantification of the 
adducts. However, conclusions about the relative adduct formation and repair in the 1 and 24 
h samples would still be valid. Typically, a series of synthesised adduct standards can be used 
as calibrators for adduct quantification. Alternatively, column recoveries of oxaliplatin as well 
as GG adducts (using synthesised adducts from GG standards) can be estimated following flow 
injection and on‐column analyses.  
The  GG  intrastrand  adduct  quantifications  obtained  in  this  study  are  consistent  with  the 
results of the total Pt‐DNA adducts previously determined  in the very same samples 163 using 
the ICP‐MS assay described in Chapter 2. Table 28 presents  the data obtained by the LC‐ICP‐
MS and the ICP‐MS assays (using the Pt and P data) for the 1 and 24 h samples. It can be seen 
that percentages of the quantified GG adducts of the total adducts were ranging between 77‐
88 %  which is in agreement with the typical percentage of GG adducts frequently reported in 
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the literature. These data demonstrate the reliability of the quantification results obtained by 
the  LC‐ICP‐MS  assay  and  suggest  a  good  consistency  in  column  recoveries  between  the 
oxaliplatin standards and GG adducts. Equally important it serves as a cross validation for both 
the LC‐ICP‐MS and ICP‐MS assays described in this thesis.  
Table  28  Results  obtained  by  ICP‐MS  and  LC‐ICP‐MS  for  total  and  GG  intrastrand  in  vitro  Pt‐DNA  adducts, 
respectively, in the 1 and 24 h samples of the human colorectal cancer cells H29 following 1 h treatment with 50 
µM oxaliplatin.   
  1h 24h % Repair 
Total Pt‐DNA adducts by ICP‐MS (using Pt and P data) 5.76 2.81 51.2% 
Intrastrand GG by LC‐ICP‐MS  4.46 2.46 44.8% 
% of GG  77.4% 87.5%   
 
To  identify  the mass and  thus confirm  the  identity of  the  formed GG  intrastrand adducts, a 
higher concentration of the adduct had to be isolated in order to carry out characterisation by 
LC‐ESI‐Linear  ion  trap‐MS. Therefore, a  calf  thymus DNA  sample was  incubated with a high 
concentration of oxaliplatin  (1:30  (m/m)  drug:  nucleotide)  for  48 h,  as opposed  to  the  1 h 
treatment adopted in the cell lines, as described in the experimental section. The sample was 
then digested and analysed by LC‐ESI‐linear ion trap MS. Figure 55 and Figure 56 show MS and 
MS/MS  spectra corresponding  to  the elution  time of  the potential  intrastrand GG adduct  in 
the digested calf thymus DNA sample. Although the signal  intensity was not high, which was 
expected due to the low abundance of the adducts, it was possible to detect the molecular ion 
of the GG  intrastrand adduct of oxaliplatin at m/z 902. This mass was further fragmented by 
carrying out CID (Figure 56) but the signal was too weak to interpret the spectra. Nevertheless 
the MS1  data  and  the match  in  retention  times  between  the  synthesised  adduct  and  the 
adducts formed in cells and ctDNA were considered enough evidence to confirm the formation 
of the GG intrastrand adduct of oxaliplatin.  
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Figure  55 MS  spectra  corresponding  to  the  elution  of  the  intrastrand GG  adduct  of  oxaliplatin  from  the  calf 
thymus DNA sample. 
 
Figure 56 MS/MS spectra of the intrastrand GG adduct of oxaliplatin from the calf thymus DNA at m/z 902 
3.4 Summary and conclusion 
This  chapter  described  a  set  of  fast  and  selective  high  performance  liquid  chromatography 
(HPLC) methods  coupled  to electro‐spray  ionisation  linear  ion  trap mass  spectrometry  (ESI–
MS), sector‐field inductively coupled plasma mass spectrometry (SF‐ICP‐MS) and UV detection 
for  in  vitro  studies  of  the  bifunctional  adducts  of  oxaliplatin  with  mono‐nucleotides,  di‐
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nucleotides and cellular DNA.   The  stationary phases and  the optimised  conditions used  for 
each  separation  are  discussed.    Interaction  of  oxaliplatin  with  A  and  G mono‐nucleotides 
resulted in the formation of five bifunctional platinum diaminocyclohexane (DACHPt) adducts. 
These were  two  isomers of  the A‐DACHPt‐A and A‐DACHPt‐G adducts, and one G‐DACHPt‐G 
adduct,  as  confirmed  by MS/MS  spectra  obtained  by  collision  induced  dissociation.  These 
adducts were also characterised by UV absorption data and SF‐ICP‐MS elemental 195Pt and 31P 
signals.  Further,  interaction  of  oxaliplatin  with  AG  and  GG  di‐nucleotides  resulted  in  the 
formation  of  three  adducts:  DACHPt‐GG  and  two  isomers  of  the  DACHPt‐AG  adduct,  as 
confirmed by ESI‐MS and  the complementary data obtained by UV and SF‐ICP‐MS. Finally, a 
very sensitive LC‐ICP‐MS method for the quantification of oxaliplatin GG  intra‐strand adducts 
(DACHPt‐GG) was  developed  and  used  for monitoring  the  in  vitro  formation  and  repair  of 
these adducts  in human colorectal cancer cells. The method detection  limit was 0.14 ppb Pt 
which was equivalent to 0.22 Pt adduct per 106 nucleotides based on a 10 μg DNA sample. This 
detection  limit makes  this method  suitable  for  in vivo assessment of DACHPt‐GG adducts  in 
patients undergoing oxaliplatin chemotherapy. The agreement between the quantification of 
the GG and the total Pt‐DNA adducts in the cell experiment validate the results of both the LC‐
ICP‐MS  and  ICP‐MS  assays  and  demonstrate  their  reliability  for  monitoring  total  and 
intrastrand GG adduct formation and repair. 
The compatibility of  the  fast HPLC methods developed  in  this work with  ICP‐MS and ESI‐MS 
detection makes  them  ideal  tools  for  obtaining  comprehensive  structural  and  quantitative 
information  on  oxaliplatin  interactions with DNA.  These methods  can  be  used  to  carry  out 
competitive binding and kinetic studies for oxaliplatin with DNA and could also be employed in 
studying other nucleophilic  small molecules which are known  to bind with Pt drugs  such as 
GSH or metallothionine. The sensitivity and the speed of the LC‐ICP‐MS method used for the 
quantification  of  in  vitro  oxaliplatin‐DNA  adducts  in  cancer  cells make  it  a  viable  option  to 
study in vivo Pt‐DNA adduct formation and repair in a clinical environment. The next stage of 
this on‐going work is to use this method to correlate the formation and repair of the different 
oxaliplatin‐DNA  adducts  in  patients  with  the  clinical  outcomes  of  Pt‐based  drug 
chemotherapy.  Ultimately  it  is  hoped  to  use  this method  collectively with  other methods 
described in this thesis to help in predicting the outcome of Pt‐based drug chemotherapy and 
personalise treatment for individual patients. 
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4 Determination of the total fate and sub­cellular distribution of 
Pt­based drugs in human cells in vitro and in vivo by ICP­MS 
4.1 Introduction: 
4.1.1 Pt cellular uptake and sub­cellular distribution 
The knowledge of the sub‐cellular partitioning of Pt‐based drugs is important in understanding 
the  different  mechanisms  associated  with  drug  efficacy  and  resistance  in  cancer  cells. 
Determination  of  the  sub‐cellular  distribution  of  Pt‐based  drugs  not  only  determines  the 
amount of  Pt drug  reaching  its pharmacological  target,  the  nuclear DNA, but  also provides 
useful  information  regarding  the  role  of  other  sub‐cellular  fractions,  transporters,  and 
receptors which platinum drugs are associated with. Pt‐based drugs are capable of binding to 
cytoplasmic molecules such as glutathione, metallothionine, and other sulphur and nitrogen‐ 
170  containing  biomolecules  which  can  deactivate  the  drug  and,  thus,  provide  a  primary 
detoxification mechanism  in cells. 10, 19, 26, 171  Increased  levels of these cytoplasmic molecules 
are associated with increased resistance to cisplatin and carboplatin. 10, 19, 172, 173 Therefore, the 
determination of  the  fate of Pt  in cells and  the sub‐cellular Pt concentration  in  the nucleus, 
cytoplasm  and  other  sub‐cellular  compartments  may  provide  a  better  and  detailed 
understanding  of  the  different  mechanisms  associated  with  efficacy  and  resistance,  and 
therefore may explain why different types of cancer cells and tumours respond differently.10  
Moreover,  a  knowledge of  the  sub‐cellular distribution of  Pt‐based drugs  in  normal  tissues 
such as kidneys, neurons,  leukocytes and  the  inner ear may explain  the most common drug 
toxicities  associated  with  these  drugs.    Nephrotoxicity  and  neurotoxicity  of  cisplatin  are 
associated with  its  interaction with proximal tubule cells of kidney nephrons 19, 174 and dorsal 
root ganglia  19,  175,  respectively. Cisplatin  induced ototoxicity  is also associated with cisplatin 
triggering  apoptosis  pathways  in  the  outer  hair  cells  of  the  inner  ear.  19,  176,  177  Therefore, 
studying Pt‐based drug partitioning in normal cells may help in providing new approaches for 
preventing or reducing these drug toxicities and ultimately, therefore, improving the quality of 
life of cancer patients undergoing Pt‐based drug chemotherapy. 
The total fate and sub‐cellular distribution of Pt‐based drugs has been investigated by several 
studies  using  different  analytical  techniques.  Imaging  analytical  techniques  which  include 
fluorescence based techniques 178‐182 and elemental  imaging techniques, such as synchrotron 
radiation‐induced  X‐ray  emission  (SRIXE)183,  184    and  micro‐X‐ray  absorption  near‐edge 
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structure spectroscopy (micro‐XANES)185, have been used to monitor and map Pt distribution 
within  cells.  Studies  which  employed  elemental  imaging  techniques  were  able  to  provide 
images  that  mapped  broadly  the  sub‐cellular  distribution  of  Pt  within  individual  cells. 
However,  these  images  had  insufficient  resolution  and  did  not  provide  a  detailed 
quantification  of  Pt  in  the  different  sub‐cellular  fractions.  Fluorescence  imaging  techniques 
have the advantages of being non‐invasive and can be performed on live cells. However, they 
can be only applied on fluorescent Pt compounds or fluorescent‐tagged Pt‐based drugs 10, and 
suffer from the disadvantage of the possible detachment of the fluorophore label. In addition, 
the cytotoxicity of fluorescent‐tagged compounds is not always known and can be different to 
that of the un‐labelled Pt‐based drugs. 10  Imaging analytical techniques for studying the sub‐
cellular distribution of Pt‐based drugs have been discussed in a recent review by Klein et al. 10 
Klein et. al. 10 in their review stated that the elemental spectroscopic techniques, such GF‐AAS 
and  ICP‐MS,  can  readily  measure  the  overall  cellular  platinum  concentrations  following 
treatment with  platinum  complexes,  but  using  these  techniques  to monitor  the  pathways 
travelled by Pt‐based drugs once they enter cells and the accumulation of these agents in the 
sub‐cellular  compartments  has  proven  to  be  more  challenging.  Kasherman  et.  al.  39  also 
reviewed the literature and stated that there are no experimental methods that can monitor Pt 
speciation at μM concentrations inside cells, therefore, the fate of cisplatin is often deduced from 
extrapolation  from  the  reaction  chemistry  of  low mass  biological  nucleophiles with  cisplatin  in 
buffered aqueous solutions.  
The main aim of  the work presented  in  this chapter was  to develop a  simple,  fast and very 
sensitive ICP‐MS based methodology for the determination of the total fate of Pt‐based drugs 
and  their  sub‐cellular distribution  in  the major  sub‐cellular  compartments  in human  cells. A 
commercially  available  cell  partitioning  kit was  employed  to  fractionate  the  cells  into  four 
major sub‐cellular protein‐enriched  fractions  for  the subsequent determination of Pt by  ICP‐
MS. The four fractions were enriched with a) cytosolic, b) membrane and membrane‐localized, 
c)  soluble  nucleic  and DNA‐associated  nuclear  and  d)  cytoskeletal  proteins.  The  assay was 
applied to study Pt sub‐cellular partitioning in vitro in two human cancer cell line models, and 
in  vivo  in  the WBC’s  obtained  from  patients  undergoing  treatment with  different  Pt‐based 
drug combination chemotherapies.  
The method  is aimed at use  in a clinical environment  to correlate Pt partitioning  in samples 
obtained  from patients undergoing Pt‐based chemotherapy with  the clinical outcome of  the 
treatment  in  terms of efficacy and drug  toxicity.   This correlation, along with correlations of 
results  from  the other  two assays described  in Chapters 2 and 3, may help  in developing a 
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model  that  can  be  used  to  predict  the  outcome  of  chemotherapy  and  personalise  Pt  drug 
doses for individual patients. 
4.2 Methodology 
4.2.1 Materials 
All chemicals, tissue culture media and reagents used were purchased from Sigma (Poole, UK), 
unless otherwise stated. Cisplatin (CAS registry number: 15663‐27‐1) was obtained from Teva 
UK.  Oxaliplatin was obtained from Sanofi‐Synthelabo Limited (Guildford, UK). Folinic acid (FA) 
and  5‐Fluoro  Uracil  (5‐FU)  were  obtained  from  Medac  UK.  ProteoExtract®  sub‐cellular 
proteome  extraction  kit  for mammalian  cells was obtained  from Merck KGaA  (UK).  This  kit 
contained four different extraction buffers (buffers  I  ‐  IV) each of which has the capability to 
solubilise  a  certain  sub‐cellular  compartment.  The  four  buffers  were  used  in  a  sequential 
extraction procedure  (Scheme 1)  to produce  four  sub‐cellular protein enriched  fractions of: 
the cytosol (F1), the cell membrane and organelles (F2), the nucleus (F3) and the cytoskeleton 
(F4). The kit employed a protease  inhibitor cocktail  in each of the  four sequential extraction 
steps  in order  to prevent protein degradation of  the extracted  sub‐cellular proteins. The kit 
also contained a Benzonase Nuclease enzyme which was added before the extraction of the 
nuclear fraction (F3) in order to enzymatically digest and therefore solubilise the DNA and RNA 
extracted in that fraction. 
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4.2.2 Cell culture conditions 
A549  human  lung  adenocarcinoma  epithelial  cells  and HC07  human  colorectal  cancer  cells 
used  in  this  study were purchased  from  the American Type Culture Collection  (ATCC, USA).  
To residual material add 500 µl 
of extraction buffer III + 5 µl 
inhibitor cocktail + 1.5 µl 
Benzonase®. Incubate for 10 min 
at 4 °C under gentle agitation.  
Centrifuge for 10 min at 6800 x g 
Membrane/membrane localized 
fraction  (supernatant) 
Cytosolic fraction 
(supernatant)  
To residual material add 1 ml 
of extraction buffer II + 5 µl 
inhibitor cocktail.  Incubate for 
30 min at 4 °C under gentle 
agitation.  Centrifuge for 10 
min at 6000 x g 
Cells washed with 2 ml wash buffer 
(perform this step twice) 
Add 2 ml extraction buffer 
I + 10 µl inhibitor cocktail. 
Incubate for 10 min at  
4 °C under gentle 
agitation.  Centrifuge for 
10 min at 1000 x g 
To residual material add 500 µl 
of extraction buffer IV + 5 µl 
inhibitor cocktail. 
Nucleic fraction 
(supernatant) 
Cytoskeletal 
fraction  
Scheme  1.  The  sub‐cellular  extraction  procedure  employed  depicting  individual  steps  of  the  sequential
biochemical fractionation. 
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A549 cells, a non‐small cell lung cancer (NSCLC) cell line have been reported to be resistant to 
cisplatin  and  therefore  represent  a  suitable  model  for  examining  the  holistic  fate  of  the 
platinum in resistant cancer cells.120 A549 cells were grown in RPMI 1640 media containing L‐
glutamine with  10 %  FCS whereas  HC7  cells were  cultured  in  Dulbecco's modified  Eagle's 
media supplemented with 10% FCS and 4500 mg/L glucose. All cells were incubated at 37 oC in 
a  5%  CO2  atmosphere.  No  antibiotics  were  added  to  the  media.  Cells  were  tested  and 
confirmed as mycoplasma contamination free.  
4.2.3 Collection of blood samples from patients and isolation of leukocytes 
See section 2.3.3.1 in Chapter 2.   
4.2.4 Drug treatment of cells and fractionation of cells and leukocytes. 
Cells were  incubated with freshly prepared solutions of the drug  in media for 1 hour at 37°C 
before washing with PBS and collection as cell suspensions by  trypsinisation. The number of 
cells was determined by taking 10 μl aliquots from the collected cell suspensions and counting 
the cells under a microscope using a haemocytometer. The cell suspensions were then washed 
twice with  PBS  by  centrifugation  for  5 min  at  1500  rpm  and  4°C  and  the  cells were  then 
collected as cell pellets. 
A brief outline of the in vitro experiments carried out in this study is shown in Figure 57. A549 
cells were incubated with cisplatin (50 µM) in two independent replicates at two separate days 
in  order  to  study  cisplatin  partitioning  in  human  lung  cancer  cells  and  determine 
reproducibility of  the  cell partitioning assay. HCA7  cells were  incubated with oxaliplatin  (50 
µM) or FOLFOX (50 µM oxaliplatin, 200 µM 5‐fluorouracil (5‐FU) and 200 µM folinic acid (FA)) 
in  order  to  study  oxaliplatin  partitioning  and  the  effect  of  the  FOLFOX  combination  on  Pt 
partitioning. HCA7 cells were cultured in duplicate to study the sub‐cellular fractionation of Pt 
as  well  as  Pt‐DNA  adduct  formation.  Non‐drug  treated  control  cells  were  also  processed 
alongside the drug treated cells. To obtain the sub‐cellular fractions, an extraction procedure 
was performed on  the harvested cell pellets using  the ProteoExtract® sub‐cellular proteome 
extraction kit, as shown in Scheme 1. Equal volumes of the harvested cell pellets were used to 
carry  out  a mass  balance  experiment,  and  the  Pt  content  of  the  drug‐treated  whole  cell 
extracts was determined.  
An outline for the experimental procedure applied to the in vivo samples can be seen in Figure 
58.  The  same  fractionation  procedure  used  for  the  in  vitro  samples  was  applied  to  the 
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collected leukocyte samples and the Pt content was determined in the sub‐cellular fractions as 
well as in the whole cells and extracted DNA. 
 
 
 
 
Cisplatin 
(Replicate 2) 
HCA7  A549  
Cisplatin 
(Replicate 1) 
Digestion 
ICP‐MS Analysis 
Whole 
Cells 
ICP‐MS Analysis 
Cell Fractionation  DNA Extraction
Oxaliplatin Oxaliplatin FOLFOX  FOLFOX
Cell Fractionation 
Digestion 
Whole 
Cells Whole Cells
DNA Extraction
Cell Pellets
1 hour 
drug 
treatment 
Figure 57. Outline of the in vitro experiments carried out to study Pt‐based drug partitioning in human cancer cells. A549
cells were  used  to  study  the  partitioning  of  cisplatin whereas HCA7  cells were  used  to  study  the  effect  of  FOLFOX
combination on oxaliplatin partitioning and Pt‐DNA adduct formation.  
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4.2.4.1 DNA extraction from HC7 cells and patient leukocytes. 
See Section 2.3.3.1 in Chapter 2.  
4.2.4.2 Digestion for ICP­MS analysis 
Sub‐cellular fractions and extracted DNA samples were digested in a similar procedure to the 
digestion  of  DNA  samples  for  determination  of  total  Pt‐DNA  adducts  as was  described  in 
Chapter 2 Section 2.2.1.5. Thus,   0.8 volume of 70 % nitric acid was added to 1 volume of each 
extracted DNA sample or sub‐cellular fraction and heated at 70°C for one hour followed by the 
addition of 0.8 volume of 30 % hydrogen peroxide and heating at the same temperature for a 
further 4 hours.  In the case of whole cell extracts, used for mass balance, 300 μl each of 70 % 
nitric  acid  and  30 %  hydrogen  peroxide were  used  in  the  same  digestion  procedure.    The 
resulting digest was evaporated to dryness under a gentle stream of high purity argon gas then 
reconstituted  in  300  μl  or  1 ml,  for  the  extracted  DNA  samples  and  sub‐cellular  fractions 
respectively, of Eu internal standard solution in 2 % nitric acid. Prior to SF‐ICP‐MS analysis, the 
whole cell extract samples were diluted by ~ 100 fold with the Eu internal standard solution.  
ICP‐MS Analysis 
DNA Extraction Cell Fractionation
Digestion 
Whole 
Cells
Isolated 
Leukocytes 
Blood sample 
from cancer 
patient 
Isolated 
Leukocytes 
Figure  58.  Outline  of  the  procedure  used  for  preparing  the  in  vivo  samples  used  in  the  partitioning  assay.
Leukocytes from patient blood samples were isolated and divided, whenever the number of cells was sufficient,
into three fractions which were used to obtain the sub‐cellular fractions, whole cells and DNA. The Pt content in
these samples was then determined by ICP‐MS following digestion. 
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4.2.4.3 Equipment 
The ICP‐MS instrument conditions and set up used here were the same as those used for the 
analysis  of  clinical  DNA  samples  as  described  in  the  ‘ICP‐MS  analysis  and  data  processing’ 
section  in Chapter 2. The  low resolution peak jump mode, with 13 passes per run and 3 runs 
per sample, was used to measure 195Pt and 153Eu. In the case of DNA sample analysis, 31P was 
also measured in the medium resolution mode.  
4.3 Results 
4.3.1 In vitro Pt partitioning in human cancer cell lines. 
Figure 59 demonstrates the excellent  linearity obtained  for the Pt calibration graph used  for 
calculating  the  concentrations  of  the  analysed  samples  in  replicate  1  of  the  cisplatin 
partitioning in A549 cells study. This linearity was typical for all the calibration graphs used for 
other  cell partitioning experiments and demonstrated  that  the 1000 µl  sample  volume was 
more  than  sufficient  to  obtain  a  consistent  Pt  signal  and  a  reliable  quantification.    The 
calibration data and graphs used in other experiments discussed in this chapter can be found 
in Appendix C. 
 
Figure  59.  Pt  standard  calibration  graph  used  for  calculating  Pt  concentrations  in  the  sub‐cellular  fractions 
obtained in replicate 1 of the cisplatin partitioning experiment in A549 cells.  
The ICP‐MS data and relative Pt concentrations determined for each sub‐cellular fraction and 
the whole cells for the two replicate experiments of the cisplatin partitioning can be seen  in 
Table 29 and Table 30. A summary of the results can be seen in Table 31 and Figure 60. All the 
cisplatin  treated  samples  showed  significant  Pt  signals  compared  to  the  non‐drug  treated 
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control samples. The Pt concentrations  in  the cisplatin  treated samples were well above  the 
LLOQ of the assay which was 11.7x10‐2 and 10.8 x 10‐3 ppb for replicate 1 and 2, respectively, 
as can be seen  in Table 29 and Table 30. This  low LLOQ demonstrates  the sensitivity of  the 
assay and  its  suitability  for  the  in vitro cell partitioning  studies. The higher LLOQ  in  the  first 
replicate was due to the higher Pt background in the control samples. This Pt background can 
be  observed  clearly  when  comparing  the  control  samples  of  replicate  1  with  the  two 
undigested blank samples analysed in the same run, and to the control samples in the second 
replicate.  This  suggests  that  the  increase  in  Pt  backgrounds was  not  due  to  contamination 
coming  from  the  cell  fractionation  reagents,  but  possibly  due  to  contamination  from  the 
ambient Pt present in the laboratory environment introduced during the sample digestion and 
evaporation procedure. Nevertheless, this slight increase in Pt background was negligible and 
did not compromise the quantification since the LLOQ was low enough to confidently quantify 
the Pt in all cisplatin‐treated samples in both replicates. 
 
Table 29. ICP‐MS data and corresponding Pt concentration for the analysed samples in replicate 1 of the cisplatin 
partitioning experiment in A549 cells.  
Sample  195Pt
(cps) 
154Eu 
(cps) 
195Pt/154Eu Pt  
concentration
of 
reconstituted 
samples 
 (ppb) 
Volume of 
collected sub‐
cellular 
fraction (µl) 
Volume 
digested 
(µl) 
Number of cells 
used for the cell 
fractionation 
(106) 
Total 
number of 
cells in the 
cell culture 
(106) 
Pt concn.
(ng Pt/106 cells)
Blank 1 (0.5 ppb 
154Eu in 2%HNO3) 
1491 405799  3.67E‐03 0.00E+00 N/A N/A N/A  
Cytosol‐Control  2787 400617  6.96E‐03 2.19E‐03 2000 100 2.0 4.0 
Cell membrane‐
Control 
6385 415865  1.54E‐02 1.48E‐02 1000 100 2.0 4.0 
Nucleus‐Control  5023 323341  1.55E‐02 1.51E‐02 500 100 2.0 4.0 
Cytoskeleton‐
Control 
12078  373905  3.23E‐02 4.02E‐02 500 100 2.0 4.0 
Blank 2 (0.5 ppb 
154Eu in 2%HNO3) 
1654 454608  3.64E‐03 0.00E+00 N/A N/A N/A N/A  N/A
Cytosol‐Cisplatin  278097  393864  7.06E‐01 1.05E+00 2000 100 2.5 5.0  8.41
Cell membrane‐
Cisplatin 
138610  385034  3.60E‐01 5.32E‐01 1000 100 2.5 5.0  2.13
Nucleus‐Cisplatin  65325  321556  2.03E‐01 2.97E‐01 500 100 2.5 5.0  0.59
Cytoskeleton‐
Cisplatin 
46871  361746  1.30E‐01 1.86E‐01 500 100 2.5 5.0  0.37
Whole Cells‐ 
Control ( x 98.5 
Dilution) 
1517 440946  3.44E‐03 2.11E‐03 N/A N/A 1.0 4.0 
Whole Cells‐
Cisplatin ( x 98.5 
Dilution) 
45303  438062  1.03E‐01 1.48E‐01 N/A N/A 1.25 5.0  11.51
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Table 30. ICP‐MS data and corresponding Pt concentration for the analysed samples in replicate 2 of the cisplatin 
partitioning experiment in A549 cells. 
Sample  195Pt 
(cps) 
154Eu 
(cps) 
195Pt/154Eu  Pt  
Concn. of 
reconstitute
d samples 
 (ppb) 
Volume of 
collected 
sub‐cellular 
fraction (µl) 
Volume 
digested 
(µl)) 
Number of 
cells used for 
the cell 
fractionation 
(106) 
Total 
number of 
cells in the 
cell culture 
(106) 
Pt concn
(ng Pt/106 
cells) 
Cytosol‐
Control 
1281  360452  3.55E‐03  0(‐2.45E‐03) 2000 44 4.5 45.0   
Cell 
membrane‐
Control 
1248  403465  3.09E‐03  0(‐2.95E‐03) 1000 105 4.5 45.0   
Nucleus‐
Control 
1017  339724  2.99E‐03  0(‐3.06E‐03) 500 99 4.5 45.0   
Cytoskeleton
‐Control 
1080  370052  2.92E‐03  0(‐3.14E‐03) 500 99 4.5 45.0   
Blank 1 (0.4 
ppb 154Eu in 
2%HNO3) 
1172  414948  2.82E‐03  0.00E+00 N/A N/A N/A N/A  N/A 
Cytosol‐
Cisplatin 
53359  418186  1.28E‐01  1.33E‐01 2000 44 4.7 47.2  1.29
Cell 
membrane‐
Cisplatin 
60265  388420  1.55E‐01  1.63E‐01 1000 106 4.7 47.2  0.32
Nucleus‐
Cisplatin 
49722  335577  1.48E‐01  1.55E‐01 500 99 4.7 47.2  0.17
Cytoskeleton
‐Cisplatin 
24674  373665  6.60E‐02  6.57E‐02 500 103 4.7 47.2  0.07
 
Table 31. Pt concentrations (ng per 106 cells) in each of the four sub‐cellular fractions and whole cells and their 
corresponding Pt fraction percentages measured in replicates 1 and 2 of the cisplatin partitioning study in A549 
cells. 
Fraction  Pt concentration (ng Pt/106 cells) Pt fraction %
  Replicate 1  Replicate 2 Replicate 1 Replicate 2
Cytosol‐Cisplatin  8.41  1.29 73.1% 69.8%
Cell membrane‐Cisplatin 2.13  0.32 18.5% 17.6%
Nucleus‐Cisplatin  0.59  0.17 5.2% 9.0%
Cytoskeleton‐Cisplatin  0.37  0.07 3.2% 3.7%
Fractions total  11.50  1.85 100% 100%
Whole Cells‐Cisplatin  11.51  NA
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Figure 60. The fraction of platinum determined in each of the sub‐cellular fractions obtained in the first and 
(second) replicates, respectively, of the cisplatin partitioning study in A549 cells. Pt fractions are expressed in 
percent, assuming full Pt recovery 
The percentages of Pt  in each of  the  four sub‐cellular  fractions were very similar  in  the  two 
independent  cisplatin  replicates  as  can  be  seen  in  Table  31  and  Figure  60.  Although  the 
number of cisplatin  treated cells  in  the cell culture of each replicate were different  (5.0 and 
47.2 million cells in replicates 1 and 2, respectively), cisplatin showed the same partitioning in 
the  two  replicates,  as  can  be  seen  in  Figure  60.  This  agreement  demonstrates  the  high 
reproducibility  of  the  partitioning  assay  and  its  robustness  even  in  different  cell  culture 
conditions. However,  the  total  sub‐cellular  Pt  concentration  in  the  first  replicate  (11.50  ng 
Pt/106 cells) was ~6 fold higher than that  in the second replicate (1.85 ng Pt/106 cells) which 
suggests that the number of cells in the cell culture had an effect on the amount of Pt diffused 
into the cells. The higher number of cells  in  the second replicate was not only confirmed by 
cell  counting  (by  haemocytometer),  but  also  by  the  higher  density  of  cells  observed  under 
microscope in the tissue culture flask. A recent study employing a similar number of cells as in 
the first replicate reported also a similar sub‐cellular Pt concentration of 10 ng/106 cells when 
3  x  106  A2780  cisplatin  resistant  cells were  incubated with  50  µM  cisplatin  for  1  hour.  186 
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Therefore, it is possible that the higher density cell culture in the second replicate, resulted in 
a  decrease  in  cisplatin  diffusion  and  consequently  the  intracellular  and  sub‐cellular  Pt 
concentrations were reduced. Both cell culture replicates  in this study were treated with the 
same amounts of cisplatin and media (50 µM cisplatin in 30 ml media). 
The mass balance experiment that was carried out by digesting whole cells of replicate 1 has 
demonstrated  the  robustness  of  the  partitioning  assay  and  the  reliability  of  the  results 
obtained. The Pt content determined  in whole cells was 11.51 ng/ 106 cells which compared 
very favourably with the sum of the Pt content  in all four sub‐cellular fractions (11.50 ng/106 
cells).  This yielded a Pt recovery of 99.9 %; such a high recovery provides confidence that this 
is a robust procedure capable of providing reliable data. Additionally,  it suggests that further 
fractionation  to  identify  binding  to  individual  proteins  or  families  of  proteins,  without 
significant losses of cisplatin, should also be possible.  
Following the study of cisplatin partitioning in human lung cancer cells it was decided to carry 
out another cell partitioning study using oxaliplatin, in order to see if it follows the same sub‐
cellular partitioning  as  cisplatin.  The human  colorectal  cancer  cell  line HCA7 was used  as  a 
model  since  it  was  relevant  to  oxaliplatin  chemotherapy  which  is  widely  used  for  the 
treatment of colorectal cancer in patients. However, since oxaliplatin is rarely used as a single 
agent  in  the clinic,  it was also decided  to  study Pt partitioning of oxaliplatin  in combination 
chemotherapy, namely  the  commonly  used  FOLFOX  cocktail  (folinic  acid,  5‐fluorouracil  and 
oxaliplatin) which  is the standard treatment for patients with colorectal cancer. The aim was 
to see if the FOLFOX combination would have an impact on the Pt sub‐cellular partitioning of 
oxaliplatin  and  therefore  determine  if  the  Pt  sub‐cellular  partitioning  has  a  role  in  the 
synergism associated with FOLFOX treatment. Pt‐DNA adduct formation was also studied and 
compared for FOLFOX and oxaliplatin.  
Table 32  shows  the  ICP‐MS data and  the  relative Pt  concentrations determined  in  the  sub‐
cellular fractions and whole cell extracts of the oxaliplatin and FOLFOX treated cells. The data 
are represented  in Figure 61 and summarised  in Table 34.   DNA samples were also analysed 
and Pt‐DNA adduct data was determined which can be seen  in Table 33. Although  the non‐
drug  treated control  samples  showed  slightly higher Pt backgrounds compared  to  the blank 
samples, potentially due to contamination from ambient Pt in the lab environment introduced 
during  the sample  treatment,  the LLOQ  (30.3 x 10‐3 ppb) was very  low and  therefore  it was 
possible to quantify confidently the Pt concentrations in all the drug treated samples. 
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Table 32. ICP‐MS data and corresponding Pt concentrations for oxaliplatin and FOLFOX partitioning experiment in 
HCA7 cells 
Sample  195Pt
(cps) 
154Eu 
(cps) 
195Pt/154Eu Pt  
Concn of 
reconstituted 
samples 
 (ppb) 
Volume of 
collected 
sub‐cellular 
fraction (µl) 
Volume 
digested 
(µl)) 
Number of 
cells used for 
the cell 
fractionation 
(106) 
Total 
number of 
cells in the 
cell culture 
(106) 
Pt concn
(ng 
Pt/106 
cells) 
Blank 1 (0.5 ppb 
154Eu in 2%HNO3)  333  193556  1.72E‐03  2.00E‐03  N/A  N/A  N/A  N/A  N/A 
Cytosol‐Control  572 184233  3.10E‐03 3.00E‐03 2000 100 1.0  2.0 
Cell membrane‐
Control  1482  218403  6.79E‐03  7.00E‐03  1000  100  1.0  2.0   
Nucleus‐Control  1393 202058  6.89E‐03 7.00E‐03 500 100 1.0  2.0 
Cytoskeleton‐
Control  1542  206551  7.46E‐03  8.00E‐03  500  100  1.0  2.0   
Whole Cells‐ 
Control ( x 104.2 
Dilution)  418  202580  2.07E‐03  2.00E‐03  N/A  N/A  1.0  2.0   
Blank 2 (0.5 ppb 
154Eu in 2%HNO3)  306  203943  1.50E‐03  2.00E‐03  N/A  N/A  N/A  N/A  N/A 
Cytosol ‐
Oxaliplatin  52474  193277  2.71E‐01  2.71E‐01  2000  100  3.23  6.45  1.68 
Cell membrane ‐
Oxaliplatin  16888  237901  7.10E‐02  7.10E‐02  1000  100  3.23  6.45  0.22 
Nucleus ‐
Oxaliplatin  27414  215036  1.27E‐01  1.27E‐01  500  100  3.23  6.45  0.20 
Cytoskeleton ‐
Oxaliplatin  9620  210111  4.58E‐02  4.60E‐02  500  100  3.23  6.45  0.07 
Whole Cells‐ 
Oxaliplatin ( x 
112.4 Dilution)  16577  205845  8.05E‐02  8.10E‐02  N/A  N/A  3.23  6.45  2.81 
Blank 1 (0.5 ppb 
154Eu in 2%HNO3)  241  193998  1.24E‐03  2.00E‐03  N/A  N/A  N/A  N/A  N/A 
Cytosol ‐FOFLOX  36953  185108  2.00E‐01 1.99E‐01 2000 100 2.75  5.5  1.45
Cell membrane ‐
FOLFOX  20584  214186  9.61E‐02  9.60E‐02  1000  100  2.75  5.5  0.35 
Nucleus ‐FOLFOX  20129  199483  1.01E‐01 1.01E‐01 500 100 2.75  5.5  0.18
Cytoskeleton ‐
FOLFOX  9720  208615  4.66E‐02  4.70E‐02  500  100  2.75  5.5  0.09 
Whole Cells‐ 
FOFLFOX ( x 107.5 
Dilution)  15300  213338  7.17E‐02  7.20E‐02  N/A  N/A  2.75  5.5  2.81 
 
Table 33.  ICP‐MS and Pt‐DNA adduct  concentration data  for  the extracted DNA  samples  from oxaliplatin and 
FOLFOX treated HCA7 cells. 
 Sample  195Pt 
(cps) 
Eu (cps)  Pt/Eu  Pt  
concn of 
reconstituted 
samples 
 (ppb) 
No. of Pt 
adducts /L
31P(cps) P/Eu P concn 
(ppb) 
No. of 
nucleotides/L 
Pt adducts
per 106 DNA 
Nucleotides 
Control  1000  278255  3.59E‐03  4.56E‐03 1.41E+13 20876641 7.50E+01 1.07E+04  2.08E+20  0.07
Oxaliplatin‐
DNA  19421  278004  6.99E‐02  7.04E‐02  2.17E+14  3905383  1.40E+01  1.97E+03  3.83E+19  5.67 
FOFLFOX‐
DNA  69331  274496  2.53E‐01  2.52E‐01  7.78E+14  14003278 5.10E+01  7.25E+03  1.41E+20  5.51 
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Table 34. Pt concentrations (ng per 106 cells) in each of the four sub‐cellular fractions and whole cells and their 
corresponding Pt fraction percentages measured in oxaliplatin and FOLFOX experiments. 
Fraction  Pt concentration (ng Pt/106 cells) Pt fraction %
  Oxaliplatin  FOLFOX Oxaliplatin FOLFOX
Cytosol  1.68  1.45 78% 70%
Cell membrane  0.22  0.35 10% 17%
Nucleus  0.20  0.18 9% 9%
Cytoskeleton  0.07  0.09 3% 4%
Fractions Total  2.17  2.07
Whole Cells  2.81  2.81
 
 
Figure 61. Comparison between oxaliplatin and FOLFOX combination for Pt sub‐cellular partitioning in HCA7 
human colorectal cancer cells in vitro.  
The data presented  in Table 34 and Figure 61 shows that Pt partitioning was comparable for 
both  FOLFOX  and  oxaliplatin  showing  only  a  slight  shift  of  Pt  from  the  cytosol  to  the  cell 
membrane  in  the  FOLFOX  treated  cells.  The  results were  not  only  comparable  for  the  Pt 
percentages but also with regards to the absolute Pt concentrations quantified in each of the 
different  sub‐cellular  compartments  as  can be  seen  in  Figure  61. As  a  result  the  total  sub‐
cellular  Pt  concentration  in  both  treatments was  similar,  2.17  and  2.07  ng  Pt/106  cells  for 
oxaliplatin and FOLFOX,  respectively. These  results  suggest  that 5‐FU and FA  in  the FOLFOX 
combination did not have a major effect on the sub‐cellular partitioning of oxaliplatin, neither 
did they alter the total amount of Pt that diffused into the cells. 
FOLFOX and oxaliplatin also yielded similar results with regards to Pt‐DNA adduct formation as 
can be  seen  in Table 33. Oxaliplatin  treated  cells had 5.6 Pt adducts per 106 nucleotides  in 
comparison to 5.5 Pt adducts per 106 nucleotides for FOLFOX treated cells, respectively.  These 
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results suggest that Pt‐DNA adduct formation by oxaliplatin is also not affected by the FOLFOX 
combination, at least for the 1 hour treatment time used in this experiment. The comparable 
results of the Pt‐DNA adduct formation data was consistent with the partitioning data of the 
nuclear fractions which showed equal Pt percentages of 9% and Pt concentrations of ~0.2 ng 
Pt/106  cells  for  the  FOLFOX  and  oxaliplatin  treatments  (Table  34).  The  close  agreement 
observed between the nuclear fractions and the DNA data demonstrates the reliability of both 
the  cell  partitioning  and  Pt‐DNA  adduct  assays,  and  provides  confidence  in  the  results 
obtained  for  the  other  sub‐cellular  fractions.  Moreover,  this  could  be  considered  a 
contribution to method validation which was difficult to carry out due to the  lack of certified 
reference materials for Pt in the sub‐cellular samples.   
Comparing  the  results  of  this  study with  those  for  cisplatin  shows  that  the  Pt  sub‐cellular 
distributions  of  oxaliplatin  and  cisplatin  were  similar.  However,  the  Pt  sub‐cellular 
concentration data showed ~ 5 fold  lower Pt content for the oxaliplatin (2.17 ng Pt/106 cells) 
and  FOLFOX  (2.07  ng  Pt/106  cells)  treated  cells  in  comparison with  replicate  1  of  cisplatin 
(11.50  ng  Pt/106  cells)  treated  cells, which  had  a  comparable  number  of  cells.  This  result 
proposes  that  cisplatin  was  about  5  times  faster  in  cell  diffusion  compared  to  oxaliplatin 
assuming  that  A549  and  HCA7  cells  behave  similarly  with  regards  to  Pt  drug  diffusion. 
However, to draw such a conclusion with confidence, both drugs should be studied using the 
same cell line.  
The  mass  balance  experiments  in  this  study  were  not  as  successful  as  in  the  cisplatin 
experiment.  The  whole  cell  digests  for  both  FOLOX    and  oxaliplatin  resulted  in  higher  Pt 
concentrations  (2.81  ng  Pt/106  cells  for  both  treatments)  in  comparison  to  the  total  sub‐
cellular  Pt  concentrations  (2.07  and  2.17  ng  Pt/106  cells  for  FOLFOX  and  oxaliplatin, 
respectively) as can be seen  in Table 34  . The HCA7 cells were very cohesive and difficult  to 
detach  from  each  other  during  harvesting  of  the  cells  by  trypsinisation.  This  resulted  in 
formation of lumps of cells, as opposed to the expected free flowing individual cells, when the 
cells were  collected as  cell  suspensions. As a  result, both  the  cell  counting and dividing  the 
cells  into  equal  fractions  in  order  to  carry  out  the  mass  balance  experiments  were 
compromised.  Nevertheless,  this  would  not  have  affected  the  results  of  Pt  partitioning 
percentages as the number of cells was not required to calculate these percentages. 
From  a  cellular  and  molecular  biology  perspective,  several  interpretations  can  be  made 
regarding  the  results of  cisplatin  and oxaliplatin partitioning.  The nuclear  fraction of  the Pt 
drug treated cells was shown to contain 5‐9% of the sum of the Pt  incorporated  into each of 
the  four  sub‐cellular  fractions  for  the  four  extractions  performed.    The  nuclear  fractions 
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obtained  here  not  only  contained  DNA  but  all  nuclear material  such  as  RNA  and  nuclear 
proteins  ,  all of which  contain  electron donor  groups making  them  potential  ligands  for  Pt 
drugs.    It  is  therefore  expected  that  the  Pt  involved  in  DNA  complexes  accounts  for  a 
significantly  smaller  fraction  of  the  Pt  concentration  determined  for  each  of  the  nuclear 
fractions.    This  is  in  agreement  with  several  previous  reports  suggesting  that  Pt‐DNA 
complexes account for about 1 % of the total Pt incorporated in cells. 5, 105, 106 
It is known that the cytosolic fraction has many high abundance proteins and it is the largest of 
the four fractions obtained in terms of biological/protein content. This was consistent with the 
partitioning results that showed this compartment to contain the  largest concentration of Pt 
accounting  for  70‐78%  of  the  sub‐cellular  Pt  (see  Figure  60  and  Figure  61).    These  results 
agreed  well  with  previous  fluorescence  work  showing  81‐86  %  of  the  intracellular 
concentration of a platinum rhodamine‐123 complex ending up in the cytosol of a SCC‐25 cell 
(human squamous carcinoma cell  line) 24 hours after exposure. 187 Another study employing 
graphite  furnace  atomic  absorption  detection  showed  the  cytosolic  fractions  of  healthy  rat 
kidney and liver cells to contain 62 % and 89 % respectively of cisplatin 24 h after injection. 188 
The  data  presented  for  cisplatin  and  oxaliplatin  showed  also  that  the  cell membrane  and 
membranes of  sub‐cellular organelle  fractions had a  significant Pt  concentration accounting 
for 10‐18% of the Pt incorporated into the cells, as shown in Figure 60 and Figure 61, whereas 
the cytoskeletal fractions were shown to contain the lowest levels, 3‐4%, of Pt incorporation. 
The partitioning of cisplatin and oxaliplatin was consistent with the data obtained from the kit 
manufacturer  for  typical  protein proportions  for  each of  the  four  fractions  to  total protein 
obtained  from  various  human  cells  (Table  35).    Although  the  protein  percentage  varied 
according to the type of cell line, the data shows that for all four human cell types the majority 
of  the cell proteome was  recovered  in  the cytosol and membrane  sub‐cellular  fractions. On 
the other hand, the nuclear and cytoskeletal fractions contained the lowest protein content of 
the four fractions.  Comparing the protein percentages with the percentages of Pt obtained in 
the partitioning experiments  it can be seen that Pt sub‐cellular partitioning followed broadly 
the  sub‐cellular  distribution  of  the  cell  proteome.  This  demonstrates  that  protein  content 
plays a major role  in the Pt‐drug sub‐cellular partitioning. However, the higher Pt percentage 
in  the  cytosol  fractions  (70‐78%)  in  comparison  to  their  corresponding protein percentages 
(30‐50%) suggests the  involvement of other factors in the Pt partitioning.  High affinity, small 
cytoplasmic  molecules,  such  as  glutathione  and  metallothionine,  and  preferential  protein 
binding might be also major  factors  in affecting  the  sub‐cellular partitioning of Pt.  It  is also 
possible  that  some  of  the  drug  that  has  penetrated  the  cell  wall  has  remained  free  and 
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unbound  to proteins  189.   Following  the extraction procedure employed here, and  shown  in 
Scheme 1, most if not all of any such sub‐cellular unbound cisplatin would be collected in the 
cytosolic fractions, these being the supernatant in the first centrifugation step. 
Table  35.  Typical  protein  proportions  of  each  fraction  to  total  protein  obtained  from  various  human  cells 
following extraction with the commercial sub‐cellular fractionation kit used in this study. 190 
Cell type (human)  Cytosol  Membranes Nucleus  Cytoskeleton
Liver carcinoma HEPG2  53% 31% 10% 6% 
Mamma carcinoma MCF7 44% 32% 17% 7% 
Osteosarcoma SAOS2  36% 41% 17% 6% 
Epithelial carcinoma A431  33% 45% 13% 9% 
 
4.3.2 In vivo Pt partitioning in leukocytes of cancer patients 
Following  the  success  of  the  partitioning  assay  in  the  determination  of  the  Pt  sub‐cellular 
distribution  in  human  cancer  cell  lines  in  vitro,  it was  decided  to  test  the  assay  using  real 
clinical  samples  obtained  from  cancer  patients  undergoing  treatment  with  Pt‐based  drug 
chemotherapy. The aim was to evaluate the performance of the assay for determination of in 
vivo Pt sub‐cellular partitioning in a clinical environment.  Therefore, the assay was applied on 
some of the leukocyte clinical samples obtained during the pilot clinical study (n=30) described 
in Chapter 2. The samples were obtained from 4 patients on different types of Pt‐based drug 
chemotherapy at different cycles.   As with  the  rest of  the samples  in  the pilot clinical study 
(n=30),  the  leukocytes were obtained, whenever  it was possible, pre‐, 1 hour post‐  and 24 
hour post‐infusion of the chemotherapy. The leukocytes from each sample were then divided 
into three fractions, whenever the number of cells was sufficient, in order to determine the Pt 
content in the sub‐cellular fractions, whole leukocytes and DNA (see Figure 58).  The details of 
each leukocyte fraction and the number of cells used in each assay can be seen in Table 36. 
Table 36. Number of leukocytes used for the cell partitioning, whole cells and DNA assays obtained from patients 
21, 28, 29 and 30. 
Sample  
(Patient. Cycle. Time) 
Drug  Typical Pt drug 
dose per cycle 
Number of cells (x106) 
Cell partitioning Whole cells  DNA 
21.9.Pre  FOLFOX  85 mg/m2 5.0 5.0 5.0 
21.9.1  FOLFOX    3.0 No enough cells  No enough cells
21.9.24  FOLFOX    5.0 5.0 3.5 
28.1.Pre  ECF  50 mg/m2 5.0 5.0 5.0 
28.1.1  ECF    5.0 5.0 5.0 
28.1.24  ECF    No Blood sample No Blood sample  No Blood sample
29.1.Pre  EOX  130 mg/m2 5.0 5.0 5.0 
29.1.1  EOX    3.5 3.5 3.8 
29.1.24  EOX    No Blood sample No Blood sample  No Blood sample
30.1.Pre  FOLFOX  85 mg/m2 5.0 5.0 5.0 
30.1.1  FOLFOX    5.0 5.0 5.0 
30.1.24  FOLFOX    4.8 4.8 4.8 
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The  ICP‐MS data  and  the determined Pt  concentration  in  the  sub‐cellular  fractions  and  the 
whole  leukocytes  obtained  from  the  patients  are  shown  in  Table  37.  The  results  are 
summarised  in  Table  38  and  represented  in  Figure  62. Due  to  the  low DNA  yield  (<10  µg) 
obtained from the ≤ 5 million cells present in the samples used for DNA extraction, the Pt‐DNA 
adduct formation could not be quantified  in most of the samples. Pt quantification results of 
the  DNA  samples  can  be  found  in  Chapter  2  along with  the  data  from  other  clinical  DNA 
samples obtained from the 30 patients in the clinical trial.  
The  blank  signals  obtained  in  this  study were  relatively  higher  than was  expected.  The  Pt 
signals of the blank samples were ~2000 cps, whereas the sub‐cellular fractions of pre‐infusion 
samples of patients who had no prior exposure to Pt chemotherapy (patients 28, 29 and 30) 
had an average of ~500 cps (Table 37). The high Pt signals of the blank samples could be due to 
potential  contamination  during  sample  preparation,  therefore  these  blanks  were  not 
considered for calculating the LLOQ of the assay. Instead, the Pt signals measured in the pre‐
infusion samples of patients 28, 29 and 30 were considered more appropriate for calculating 
the  LLOQ.  These  samples  were  considered  control  samples  since  they  represent  matrix‐
matched blanks due to their similarity to the rest of the clinical samples in terms of biological 
content and  the presence of cell partitioning buffers. Therefore, a more practical LLOQ was 
calculated based on the Pt signals of these samples giving a value of 1.6 x 10‐2 ppb.  
It was possible to quantify the Pt levels in all the sub‐cellular fractions isolated from the 1‐ and 
24‐hour post‐infusion samples (Table 37), except for F4 of the 1 hour sample of patient 28. It is 
important  to  note  that  only  100  µl  from  the  collected  500‐1000  µl  sub‐cellular  extracts 
(depending  on  the  type  of  the  extracted  sub‐cellular  fraction)  was  used  in  the  sample 
digestion and the subsequent Pt determination. Therefore, the LLOQ of the method would be 
at  least five times  lower, and thus the method would be at  least five times more sensitive,  if 
the whole collected sub‐cellular extracts were used.   Such a procedure would not only make 
the assay capable of quantifying  Pt in all samples obtained from patients on different Pt‐based 
drug combinations and dosage regimens,  but would also make it possible to assay Pt levels in 
patients whose Pt doses had been greatly reduced due to drug toxicity which is common in Pt‐
based drug chemotherapy. 
Evidence of the persistent Pt  levels  in  the various sub‐cellular  fractions of  leukocytes can be 
noticed by examining  the data of pre‐infusion  samples of patient 21 who were on  their 9th 
cycle.  This  patient,  who  was  the  only  one  of  the  4  patients  who  had  had  previous  Pt 
chemotherapy  cycles,  showed  relatively  higher  Pt  signals  (~2000‐6000  cps)  in  their  pre‐
infusion  sub‐cellular  samples.  This  observation  demonstrates  the  superior  sensitivity  of  the 
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partitioning  assay  in  detecting  the  levels  of  Pt‐based  drugs  in  the  sub‐cellular  fractions  of 
leukocytes even after 2‐3 weeks following a Pt‐based drug chemotherapy cycle, which  is the 
typical  drug‐free  period  between  chemotherapy  cycles.  The  Pt  levels  in  the  sub‐cellular 
samples of patient 21 were high enough to be quantified by the assay as can be seen in Table 
37.  The  persistence  of  Pt  in  the  sub‐cellular  samples  is  in  agreement  with  the  previous 
observation of  the persistence of Pt‐DNA adducts  the clinical samples of similar patients, as 
was shown in Chapter 2. 
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Table 37. ICP‐MS data and corresponding Pt concentrations for the sub‐cellular fractions and whole cells of the 
leukocytes obtained from cancer patients on Pt‐based drug chemotherapy. 
Sample 
(Patient.  Cycle. 
Time)  Fraction  195Pt (cps)  154Eu (cps)  195Pt/154Eu 
Pt   
concn (ppb) 
Total 
fraction 
volume 
collected 
(µl) 
Fraction 
volume 
digested 
(µl) 
Pt  concn  (ng Pt/106 
cells) 
Digested Blank1    1911 148216 1.29E‐02    
Digested Blank2    2037  162216  1.26E‐02         
21.9.Pre  Cytosol (F1)  4424  145214  3.05E‐02  1.86E‐02  1000  100  0.04 
  Cell membrane(F2)  5805  146463  3.96E‐02  2.34E‐02  1000  100  0.05 
  Nucleus (F3)  5897  119535  4.93E‐02  2.85E‐02  500  100  0.03 
  Cytoskeleton (F4)  2200  96888  2.27E‐02  1.46E‐02  500  100  0.01 
  Whole  226879 143563 1.58E+00  8.29E‐01     0.05 
21.9.1  Cytosol (F1)  4076  77336  5.27E‐02  3.03E‐02  1000  100  0.10 
  Cell membrane(F2)  5208  131617  3.96E‐02  2.34E‐02  1000  100  0.08 
  Nucleus (F3)  8814  121962  7.23E‐02  4.05E‐02  500  100  0.07 
  Cytoskeleton (F4)  6671  122676  5.44E‐02  3.11E‐02  500  100  0.05 
  Whole  NS  NS  NS  NS  NS  NS  NS 
21.9.24  Cytosol (F1)  38455  158424  2.43E‐01  1.30E‐01  1000  100  0.26 
  Cell membrane(F2)  21175  156336  1.35E‐01  7.35E‐02  1000  100  0.15 
  Nucleus (F3)  23493  108164  2.17E‐01  1.16E‐01  500  100  0.12 
  Cytoskeleton (F4)  6145  119559  5.14E‐02  2.96E‐02  500  100  0.03 
  Whole  1253344 145637 8.61E+00 4.50E+00     0.27 
28.1.Pre  Cytosol (F1)  675  131450  5.14E‐03  5.40E‐03  1000  100  <LLOQ 
  Cell membrane(F2)  457  131588  3.47E‐03  4.53E‐03  1000  100  <LLOQ 
  Nucleus (F3)  967  82065  1.18E‐02  8.88E‐03  500  100  <LLOQ 
  Cytoskeleton (F4)  337  67590  4.98E‐03  5.32E‐03  500  100  <LLOQ 
  Whole  2013 152826 1.32E‐02 9.60E‐03     <LLOQ 
28.1.1  Cytosol (F1)  3701  113362  3.26E‐02  1.98E‐02  1000  100  0.04 
  Cell membrane(F2)  2606  122024  2.14E‐02  1.39E‐02  1000  100  0.03 
  Nucleus (F3)  6006  102644  5.85E‐02  3.33E‐02  500  100  0.03 
  Cytoskeleton (F4)  1307  103446  1.26E‐02  9.32E‐03  500  100  <LLOQ 
  Whole  229560 157169 1.46E+00 7.66E‐01     0.05 
29.1.Pre  Cytosol (F1)  431  124503  3.46E‐03  4.53E‐03  1000  100  <LLOQ 
  Cell membrane(F2)  424  125220  3.38E‐03  4.49E‐03  1000  100  <LLOQ 
  Nucleus (F3)  508  106964  4.74E‐03  5.20E‐03  500  100  <LLOQ 
  Cytoskeleton (F4)  398  110123  3.62E‐03  4.61E‐03  500  100  <LLOQ 
  Whole  1896 155406 1.22E‐02  9.10E‐03     <LLOQ 
29.1.1  Cytosol (F1)  18571  141489  1.31E‐01  7.13E‐02  1000  100  0.20 
  Cell membrane(F2)  27624  134672  2.05E‐01  1.10E‐01  1000  100  0.31 
  Nucleus (F3)  19988  107452  1.86E‐01  1.00E‐01  500  100  0.14 
  Cytoskeleton (F4)  8926  111279  8.02E‐02  4.46E‐02  500  100  0.06 
  Whole  1342060 145227 9.24E+00  4.83E+00      0.41 
30.1.Pre  Cytosol (F1)  479  125829  3.81E‐03  4.71E‐03  1000  100  <LLOQ 
  Cell membrane(F2)  616  125853  4.89E‐03  5.28E‐03  1000  100  <LLOQ 
  Nucleus (F3)  643  105671  6.08E‐03  5.90E‐03  500  100  <LLOQ 
  Cytoskeleton (F4)  485  110651  4.38E‐03  5.01E‐03  500  100  <LLOQ 
  Whole  1248 157475 7.93E‐03  6.86E‐03     <LLOQ 
30.1.1  Cytosol (F1)  11565  143619  8.05E‐02  4.48E‐02  1000  100  0.09 
  Cell membrane(F2)  8107  135631  5.98E‐02  3.40E‐02  1000  100  0.07 
  Nucleus (F3)  9959  108351  9.19E‐02  5.08E‐02  500  100  0.05 
  Cytoskeleton (F4)  4811  117843  4.08E‐02  2.41E‐02  500  100  0.02 
  Whole  654999 149175 4.39E+00  2.30E+00     0.14 
30.1.24  Cytosol (F1)  4942  139633  3.54E‐02  2.12E‐02  1000  100  0.04 
  Cell membrane(F2)  10230  133567  7.66E‐02  4.28E‐02  1000  100  0.09 
  Nucleus (F3)  20680  105469  1.96E‐01  1.05E‐01  500  100  0.11 
  Cytoskeleton (F4)  4914  114178  4.30E‐02  2.52E‐02  500  100  0.03 
  Whole  533121 153401 3.48E+00 1.82E+00     0.11 
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Table  38.  Pt  concentrations  and  percentages  of  the  sub‐cellular  fractions  and  whole  cell  samples  of  the 
leukocytes  obtained  from  the  blood  samples  of  four  patients  on  different  Pt‐based  combination  drug 
chemotherapy.  
Sample 
(Patient. 
Cycle. 
Time) 
Drug 
 
Cytosol 
(F1) 
Cell  
Membrane 
(F2) 
Nucleus 
(F3) 
Cytoskeleton 
(F4) 
Fractions 
Total 
Whole 
Cells 
Pt Recovered in 
the Sub‐cellular 
fractions (%) 
21.9.Pre  FOLFOX 
Pt concn  
(ng Pt/106 
cells)  0.04  0.05  0.03  0.01  0.13  0.05 
 
   
Pt 
percentage  29%  37%  22%  12%  100%   
256.9% 
21.9.1  FOLFOX 
Pt concn  
(ng Pt/106 
cells)  0.10  0.08  0.07  0.05  0.30  NS 
 
   
Pt 
percentage  34%  26%  23%  17%  100%   
‐ 
21.9.24  FOLFOX 
Pt concn  
(ng Pt/106 
cells)  0.26  0.15  0.12  0.03  0.55  0.27 
 
   
Pt 
percentage  47%  27%  21%  5%  100%   
204.4% 
28.1.Pre  ECF 
Pt concn  
(ng Pt/106 
cells)  <DL  <DL  <DL  <DL    <DL 
 
   
Pt 
percentage  ‐  ‐  ‐  ‐     
‐ 
28.1.1  ECF 
Pt concn  
(ng Pt/106 
cells)  0.04  0.03  0.03  0.01  0.11  0.05 
 
   
Pt 
percentage  34%  26%  23%  17%  100%   
239.2% 
29.1.Pre  EOX 
Pt concn 
(ng Pt/106 
cells)  <DL  <DL  <DL  <DL    <DL 
 
   
Pt 
percentage  ‐  ‐  ‐  ‐     
‐ 
29.1.1  EOX 
Pt concn  
(ng Pt/106 
cells)  0.20  0.31  0.14  0.06  0.72  0.41 
 
   
Pt 
percentage  28%  43%  20%  9%  100%   
174.9% 
30.1.Pre  FOLFOX 
Pt concn  
(ng Pt/106 
cells)  <DL  <DL  <DL  <DL    <DL 
 
   
Pt 
percentage  ‐  ‐  ‐  ‐  100%   
‐ 
30.1.1  FOLFOX 
Pt concn 
(ng Pt/106 
cells)  0.09  0.07  0.05  0.02  0.23  0.14 
 
   
Pt 
percentage  39%  29%  22%  10%     
168.5% 
30.1.24  FOLFOX 
Pt concn  
(ng Pt/106 
cells)  0.04  0.09  0.11  0.03  0.27  0.11 
 
   
Pt 
percentage  16%  33%  41%  10%  100%   
236.7% 
 
The Pt recovery experiments which were carried out by digesting the whole leukocyte samples 
and  comparing  their  Pt  concentrations  to  their  corresponding  total  Pt  sub‐cellular 
concentrations  showed  that  179‐257%  of  Pt was  recovered  by  the  cell  partitioning  assay. 
These  unexpectedly  high  recoveries  indicated  that  either  the  total  Pt  sub‐cellular 
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concentrations were over‐estimated  and/or  the Pt  concentration  in whole  cells was under‐
estimated. However,  it was  realised  that  following division of  the  leukocytes  into  two equal 
samples,  and  spinning  down  the  cells  in  order  to  get  rid  of  the media,  only  the  leukocyte 
fraction used in the partitioning assay was washed with a wash buffer, since this was a part of 
the  fractionation procedure as described  in  the  first  step of  Scheme 1.    In  comparison,  the 
other  fractions  used  for  the  whole  cells  assay  did  not  undergo  a  similar  wash  step,  and 
therefore any remaining media was not washed out before assaying the sample.  The media in 
which  the  leukocytes  were  suspended  following  leukocyte  isolation  from  blood  samples 
contained many different types of nutrients such as amino acids and carbohydrates as well as 
inorganic salts with concentrations that reach up to 6000 ppm. Therefore, this very high salt 
and organic content might have suppressed the  ICP‐MS signal and/or resulted  in  incomplete 
sample digestion of the whole cells leading to under‐estimation of their Pt levels and elevated 
relative Pt sub‐cellular recoveries. 
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The results presented in Figure 62 show the percentages of Pt partitioning in the various sub‐
cellular compartments of  leukocytes of  four patients. Due  to  the  limited amounts of sample 
available,  the  experiment  was  performed  only  once,  thus  the  data  show  no  error  bars. 
However,  subsequent  published  work  80  using  human  cancer  cell  lines  demonstrated  the 
excellent reproducibility of the assay by performing the sub‐cellular fractionation experiment 
in  six  replicates.  The  Pt  sub‐cellular  distribution  was  not  only  internally  reproducible  in 
replicate measurements but also across different cell cultures of the same cancer cell line after 
incubation with the same Pt drug. The results in Figure 62 show that Pt partitioned in various 
percentages  in  the  four  sub‐cellular  compartments  of  the  leukocytes, with  no  sub‐cellular 
fraction containing more than 50% of the total Pt sub‐cellular concentration  in any  leukocyte 
sample.  The  patient  leukocytes  showed  lower  percentages  of  Pt  in  the  cytosol  and  higher 
Patient 21, FOLFOX, Cycle 9 Patient 28, ECF, Cycle 1 
Patient 30, FOLFOX, Cycle 1 
Patient 29, EOX, Cycle 1
Figure 62. Pt concentrations and Pt percentages corresponding  to  the  sub‐cellular  fractions of  the  leukocytes
obtained from the blood samples of four patients on different Pt‐based combination drug chemotherapy 
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percentages  in  the  cell  membrane  and  nuclear  fractions  compared  to  the  in  vitro  Pt 
partitioning in the lung and colorectal cancer cells (Figure 61). These differences could be due 
to a  smaller  cytosol protein  content  in  some  types of  leukocytes,  such as  the  lymphocytes, 
and/or due  to  the differences between  the  in vitro and  the  in vivo conditions. Furthermore, 
although  the  leukocytes were  obtained  from  cancer  patients,  they  are  considered  ‘normal’ 
tissue and not cancerous tissue which could be another reason for the differences observed in 
Pt partitioning between the leukocytes and the cancer cell lines.  
The  results  obtained  in  this  in  vivo  study  (Figure  62)  showed  that  there was  inter‐patient 
variability  in  the  sub‐cellular  partitioning  and  total  sub‐cellular  concentration  of  Pt  in  the 
leukocytes. Several factors could have contributed to the variability  in Pt partitioning such as 
the different  types and doses of Pt drugs used  in each  regimen as well as genetics or host 
specific factors. However, the total Pt sub‐cellular concentration in the leucocytes was in these 
measurements strongly linked to the Pt dose regimen. A correlation can be observed between 
the Pt dose administered  to  the patients  (Table 36) and  the Pt sub‐cellular concentration of 
the 1 hour post  infusion sample  (Table 38 and Figure 62). For example, patient 29 who was 
receiving  the  highest  Pt  dose which was  130 mg/ m2  of  oxaliplatin,  as  a  part  of  their  EOX 
chemotherapy, showed the highest Pt sub‐cellular concentration. On the other hand, Patient 
28, who was receiving only 50 mg/m2 of cisplatin  in the ECF combination treatment, had the 
lowest Pt sub‐cellular concentration in their 1 hour post infusion sample. This correlation can 
be also noticed for patients 21 and 30 who were undergoing the same FOLFOX treatment with 
a  typical oxaliplatin dose of 85 mg/m2. The  two patients showed very similar Pt sub‐cellular 
concentrations after 1 hour post infusion as can be seen in Figure 62, even though they were 
on  different  chemotherapy  cycles.  These  observations  are  in  agreement with  the  previous 
results  of  Pt‐DNA  adduct  formation  presented  in  Chapter  2  which  also  indicated  positive 
correlation with Pt‐based drug dose.  
The inter‐patient variability in Pt partitioning can be also observed in the two 24 hour samples 
obtained from patients 21 and 30. In comparison to the 1 hour sample, both patients showed 
a  change  in  Pt  partitioning, with  Pt  shifting  towards  the  cytosol  in  patient  21  and  to  the 
nuclear  fraction  in patient 30. However, a correlation between  the Pt dose and  the  total Pt 
sub‐cellular concentration is not present in the 24 hour data. Pt showed a continued migration 
into the leukocytes in patient 21 whereas patient 30 did not show a significant change in total 
Pt sub‐cellular concentration in the 24 hour sample.   
Since  Pt  is  known  to  enter  the  cell  mainly  through  passive  diffusion,  in  addition  to  the 
involvement of copper active  transporters,  the above observations may  indicate  that  the Pt 
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dose could be the major factor in determining the initial sub‐cellular concentration in patients’ 
leukocytes. However, other  factors,  such  as host  specific  cellular  factors, may predominate 
later, and thus the balance between Pt dose and these cellular factors may determine the final 
Pt partitioning and sub‐cellular concentration in the leukocytes of individual patients. This is in 
agreement with  the  observation  of  Pt  drug  dose  generally  correlating with  in  vivo  Pt‐DNA 
adduct formation in leukocytes, but also showing inter‐individual variability in adduct levels as 
was shown in Chapter 2.  Therefore, if also a strong correlation is established between clinical 
outcome at one hand and Pt‐DNA adduct formation and repair, total cell uptake or sub‐cellular 
partitioning at another hand,  it could be hypothesised  that  such cellular pharmacodynamics 
and pharmacokinetics parameters could be optimised in individual patients by titrating the Pt 
drug  dose  against  these  factors  in  vivo  or  even  ex  vivo.    This may  represent  a  potential 
approach for replacing the standard BSA dosing, and may be used  in finely tuning the clinical 
response of individual cancer patients and personalising cancer treatment. 
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5 Conclusions 
The application of ICP‐MS for determination of Pt‐DNA adducts and sub‐cellular distribution of 
Pt in human cells, following treatment with Pt‐based drugs, has been shown in this work. The 
various  assays  presented  in  this  thesis  were  successfully  applied  in  studies  involving  real 
clinical samples obtained  from cancer patients and/or cultured human cancer cells  following 
treatment with Pt‐based drugs. These studies demonstrated the high sensitivity, reliability and 
speed of the assays and thus their suitability for clinical applications. Ultimately, it is aimed to 
use  these  assays  in  the  clinic  to  predict  the  outcome  of  the  Pt  based  chemotherapy  and 
personalise cancer treatment for individual patients. 
The  first  ICP‐MS  assay  developed  in  this  work  employed  Pt/P  ratio,  for  the  first  time,  to 
determine  total  Pt‐DNA  adduct  formation  in  DNA.  In  addition  to  having  the  exceptional 
sensitivity to quantify Pt adduct levels as low as 0.2 adducts per 106 nucleotides using 10 µg of 
patient DNA,  the  ICP‐MS  assay was  shown  to  be  highly  reproducible  even when  analysing 
various  amounts  of  patient  DNA.  Besides  the  sensitivity  and  the  reproducibility  of  the 
quantification, the simple sample preparation and the speed of the analysis makes the assay 
ideal for clinical applications. With respect to the validation studies carried out for the assay, 
not only Pt/P ratio was shown to be highly consistent  in various DNA matrix concentrations, 
but it has also the benefit of correcting for potential errors in sample preparation and analysis 
as  if an  internal standard  is employed. To obtain absolute quantification data  in terms of Pt‐
adducts per nucleotide, however, Eu was selected as an  internal standard  for both Pt and P 
after evaluating the performance of 42 elements in various DNA matrix concentrations.  
Elemental and molecular speciation was also used  in this work  to  investigate the various Pt‐
DNA adducts of oxaliplatin. The adducts were studied at  the mono‐nucleotide, di‐nucleotide 
and cellular DNA levels by combining the separation of HPLC with the unambiguous molecular 
identification of ESI‐ion  trap‐MS and  the powerful elemental quantification of HR‐ICP‐MS.  It 
was  possible  to  develop  a  LC‐ICP‐MS  assay  to  monitor  formation  and  repair  of  in  vitro 
intrastrand GG oxaliplatin adducts in cultured human cancer cells. The sensitivity of the assay, 
which has a DL of 0.22 Pt adduct per 106 nucleotide using 10 µg DNA, was such that it can be 
used  to  study  in  vivo  Pt‐DNA  adduct  formation  and  repair  in  real  samples  obtained  from 
patients. The speed of the analysis (run time ~ 10 minutes) is a potential advantage in clinical 
applications  where  screening  large  number  of  samples  in  short  time  is  of  paramount 
importance.  The  reliability  of  the  results  obtained  by  the  speciation  assay  has  been 
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demonstrated  by  cross‐validation with  results  of  the  ICP‐MS  assay measuring  total  Pt‐DNA 
adduct formation. 
Finally, the exceptional sensitivity of ICP‐MS and its unique capability for producing a response 
independent of the Pt species molecular form has been employed to develop an assay for the 
determination of  total  fate of Pt drugs and  their  sub‐cellular partitioning  in human cells. By 
combining a commercially available cell  fractionation procedure with  ICP‐MS analysis,  it was 
possible  to determine  the  sub‐cellular distribution of Pt  into  the cytoplasm, cell membrane, 
nucleus and cytoskeleton of various human cancer cell lines following treatment with a variety 
of Pt‐based drugs. The assay was used to obtain the first ever reported detailed  in vivo sub‐
cellular Pt fractionation data on a patient sample, demonstrating the feasibility of applying the 
assay  in a clinical environment. This partitioning assay can be equally applied to any metallo‐
drug or those containing a hetereo atom such as Br or I. 
Although number of patients was small, some qualitative observations can be drawn from the 
clinical studies conducted in this research.  The significant inter‐individual variability in Pt‐DNA 
adduct  formation  and  repair  and  in  the  clinical  response observed  in patients  supports  the 
view that the standard dosing approach based on body surface area (BSA) or kidney function is 
inaccurate, and thus other methods of dose calculation should be  investigated. The evidence 
for correlation between  clinical  response  such as  toxicity and Pt‐DNA adduct  formation and 
repair  in some patients might  indicate  that these patients could benefit  from adjusting dose 
based  on  molecular  pharmacodynamics  and  pharmacokinetics  parameters.  The  assays 
presented  in  this  thesis  are  capable  of  providing  a  holistic  picture  of  drug  partitioning  and 
adduct formation and repair in individual patients, and are optimised to perform reliably and 
efficiently in a clinical environment. Obtaining multi‐variate data at various time points before, 
during and after chemotherapy is important for studying and planning effective treatment for 
cancer being a multivariate phenomenon that evolves with time. Therefore, the application of 
these  assays  can  provide better understanding of  the  clinical  response of  individual  cancer 
patients  to  Pt‐based  chemotherapy,  both  in  terms  of  drug  efficacy  and  the  prediction  of 
unwanted  side  effects,  and  may  represent  a  valuable  step  towards  personalising 
chemotherapy treatment for individual patients. 
5.1 Further research 
Based on the research presented in this thesis several studies can be planned and carried out 
in future work. Advancing the current work can be done at various levels, including improving 
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the performance of the existing analytical methodologies and extending their applications to 
new studies.  
It was  shown  in Chapter 2  that  there was  significant variation and  low  recovery  in  the DNA 
amounts extracted from patient samples. Even when taking into account the low white blood 
cell number present  in most patient samples;  the 10‐20 ml blood samples used  in  this work 
should have yielded more DNA.  Therefore, future studies should aim to optimise the various 
steps  of  manual  DNA  extraction  procedure  to  ensure  highest  DNA  recovery  is  achieved. 
Leukocyte samples from healthy volunteers can be used as test samples in these optimisation 
studies.    It  is  also  recommended  to use  an  automated DNA  extraction  system  to  eliminate 
operator’s error and produce more consistent and high DNA recoveries.  
Sample digestion  is another area of the sample preparation process which can be  improved. 
Using a microwave system,  the  time  spent on sample digestion can be significantly  reduced 
from several hours to several minutes. Such approach would greatly improve the speed of the 
whole analytical procedure which is a very desirable advantage in a clinical environment. 
The DLs of the developed assays can be further  improved by several ways. Since the DLs are 
limited  by  the  blank  readings,  reducing  the  potential  sources  of  contamination  from  the 
laboratory background  is of paramount  importance. This can be achieved by carrying out the 
analysis  and  sample  preparation  in  a  ‘clean  room’  environment  which  is  a  standard  in 
laboratories  carrying  out  ultra  trace  analysis.  Another  approach  is  to  use  a  commercial 
desolvator  system  prior  to  introducing  the  sample  to  the  plasma.  This  approach  has  the 
benefit of significantly  lowering  the DL and  thus significantly smaller clinical  samples can be 
analysed. 
With regards to the speciation of Pt‐DNA adducts, lowering DL of the analysis can be achieved 
by employing also  the approaches discussed earlier.  In addition,  sensitivity as well as  speed 
can be greatly improved by employing ultra high performance chromatography (UPLC) system 
which operates at higher pressures than standard HPLC systems and thus sharper peaks and 
faster separations can be achieved. Lowering the DL of the analysis should also allow to detect 
the other major adduct, AG, and even those which are less abundant such as interstrand and 
1, 3 intrastrand adducts. Another approach that worth considering, for improving the signal to 
noise of  the  analysis  and  reducing  the  sample  consumption  is  to  transfer  the method  to  a 
capillary  LC  system.  Again,  such  approach  is  very  relevant  to  clinical  applications.  Future 
development  studies  of  the  speciation  assay  should  also  consider  employing  a microwave 
digestion unit for the enzymatic digestion of DNA since it can be performed in several minutes 
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using  the  microwave  unit  rather  than  several  hours  as  it  was  shown  in  another  project 
performed in our labs.146   
The approaches suggested earlier to lower the DL of the analysis and improve the efficiency of 
the  sample  treatment  apply  also  to  the  cell  partitioning  assay.  The  simple  fractionation 
procedure is suitable for automation which can significantly improve the reproducibility of the 
assay and increase the throughput of the assay.   
The research described in this thesis can be extended in future work to study any metallo‐drug 
or those containing hetreo‐atoms such as Br or I. Gold containing drugs such as auranofin 191 
as well as ruthenium based anti cancer drugs 192 represent good examples. The current studies 
involving  Pt‐based  drugs  can  be  also  performed  in  the  future  in  different  settings  to  gain 
better  understanding  on  how  these  drug work  and  interact with  their  cellular  targets.  For 
example, each of the four sub‐cellular fractions obtained by the cell partitioning assay can be 
analysed  in a  “bottom up” or  “top down” approach  to  study  the various  interactions of Pt‐
based with sub‐cellular bio‐molecules. This can be applied equally to cultured cells as well as 
clinical samples obtained from patients. From a clinical point of view, future studies involving 
correlation  of  Pt‐DNA  adduct  formation  and  repair with  clinical  outcome  should  focus  on 
studying certain groups of patients who are treated with the same Pt‐based drug combination. 
This will help form a clearer picture regarding the association between the drug and its effect 
at the clinical  level and thus may establish ways of predicting the toxicity and resistance and 
personalising  the  drug  dose.  Future  analytical  and  clinical  studies  should  also  look  into 
studying drug interactions in tissues other than blood leukocytes. Tissues like tumour biopsies 
from  patients  can  offer  direct  information  about  interactions  of  the  drug with  the  tumour 
cells.  Alternatively,  tissues  like  saliva  represent  a  non‐invasive  option  to  obtain  DNA  from 
patients which can significantly  increase the compliance of the patient. Work  in this area has 
already started  in the metalllomics group and saliva samples are being collected from cancer 
patients on Pt‐based drug chemotherapy. 
Finally,  future  speciation  studies  can  involve  studying  the effect of other biomolecules with 
high affinity to Pt drugs such as GSH on adduct formation between Pt drugs and nucleotides or 
DNA.    In  addition,  since  the  speciation  assay  has  the  required  sensitivity  to  detect  in  vivo 
adducts in patients treated with Pt‐based drugs, future studies should aim to apply the assay 
on clinical samples obtained from patients undergoing treatment with Pt‐based drugs.  
 
189 
 
6 References 
1. H. Gurney, J. Clin. Oncol., 1996, 14, 2590‐2611.  
2. R. H. J. Mathijssen, F. A. de Jong, W. J. Loos, J. M. van der Bol, J. Verweij and A. 
Sparreboom, The Oncologist, 2007, 12, 913‐923.  
3. A. A. Miller, J. Natl. Cancer Inst., 2002, 94, 1822‐1831.  
4. J. J. Reilly and P. Workman, Cancer Chemother. Pharmacol., 1993, 32, 411‐418.  
5. E. Brouwers, M. Tibben, H. Rosing, J. Schellens and J. Beijnen, Mass Spectrom. Rev., 
2008, 27, 67‐100.  
6. J. M. Tobias, Cancer, Bloomsbury Publishing PLC, London, 1999.  
7. B. Chabner and D. L. Longo, Cancer Chemotherapy and Biotherapy: Principles and 
Practice, Lippincott Williams & Wilkins, London, 2001.  
8. R. J. Ignoffo and E. H. Rosenbaum, in Everyone's Guide to Cancer Therapy, ed. A. H. Ko, 
M. Dollinger and E. H. Rosenbaum, Andrew McMeel Publishing, Kansas City, MS, 2008, 
p. 74‐86.  
9. R. T. Skeel and S. Khleif, Handbook of Cancer Chemotherapy, Lippincott Williams & 
Wilkins, Philadelphia, 2011.  
10. A. V. Klein and T. W. Hambley, Chem. Rev., 2009, 109, 4911‐4920.  
11. M. Galanski, M. A. Jakupec and B. K. Keppler, Curr. Med. Chem., 2005, 12, 2075‐2094.  
12. B. Rosenberg, L. Vancamp, J. Trosko E. and V. H. Mansour, Nature, 1969, 222, 385‐386.  
13. F. Arnesano and G. Natile, Coord. Chem. Rev., 2009, 253, 2070‐2081.  
14. P. Pil and S. J. Lippard, in Encyclopedia of Cancer, ed. J. R. Bertino, Academic Press, 
New York, 2002, p. 525‐543.  
15. D. Esteban‐Fernández, E. Moreno‐Gordaliza, B. Cañas, M. A. Palacios and M. M. 
Gómez‐Gómez, Metallomics, 2010, 2, 19‐38.  
16. L. R. Kelland and N. Farrell, Platinum‐based drugs in cancer therapy, Humana Press, 
Totowa, N.J., 2000.  
17. V. Cepeda, M. A. Fuertes, J. Castilla, C. Alonso, C. Quevedo and J. M. Perez, Anticancer 
Agents Med. Chem., 2007, 7, 3‐18.  
18. E. Wong and C. M. Giandomenico, Chem. Rev., 1999, 99, 2451‐2466.  
19. C. A. Rabik and M. E. Dolan, Cancer Treat. Rev., 2007, 33, 9‐23.  
20. B. Peng, M. J. Tilby, M. W. English, L. Price, A. D. Pearson, A. V. Boddy and D. R. 
Newell, Br. J. Cancer, 1997, 76, 1466‐1473.  
21. W. J. Loos, F. E. de Jongh, A. Sparreboom, R. de Wit, D. M. van Boven‐van Zomeren, G. 
Stoter, K. Nooter and J. Verweij, J. Clin. Oncol., 2006, 24, 1499‐1506.  
22. L. Kelland, Nat Rev Cancer, 2007, 7, 573‐584.  
23. M. Kartalou and J. M. Essigmann, Mutat. Res. Fundam. Mol. Mech. Mugag, 2001, 478, 
23‐43.  
24. D. Wang and S. J. Lippard, Nat. Rev. Drug Discov., 2005, 4, 307‐320.  
25. R. C. Todd and S. J. Lippard, Metallomics, 2009, 1, 280‐291.  
26. M. D. Hall, M. Okabe, D. W. Shen, X. J. Liang and M. M. Gottesman, Annu. Rev. 
Pharmacol. Toxicol., 2008, 48, 495‐535.  
27. R. A. Hromas, J. A. North and C. P. Burns, Cancer Lett., 1987, 36, 197‐201.  
28. S. C. Mann, P. A. Andrews and S. B. Howell, Int. J. Cancer, 1991, 48, 866‐872.  
29. S. P. Binks and M. Dobrota, Biochem. Pharmacol., 1990, 40, 1329‐1336.  
30. S. Ishida, J. Lee, D. J. Thiele and I. Herskowitz, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2002, 99, 
14298‐14302.  
31. K. Nakayama, Clin. Cancer Res., 2004, 10, 2804‐2811.  
32. K. Nakayama, Int. J. Cancer, 2002, 101, 488‐495.  
190 
 
33. H. Miyashita, Oral Oncol., 2003, 39, 157‐162.  
34. M. Komatsu, Cancer Res., 2000, 60, 1312‐1316.  
35. C. L. Litterst and V. G. Schweitzer, Res. Commun. Chem. Pathol. Pharmacol., 1988, 61, 
35‐48.  
36. S. Akiyama, Z. S. Chen, T. Sumizawa and T. Furukawa, Anticancer Drug Des., 1999, 14, 
143‐151.  
37. V. Brabec and J. Kasparkova, Drug Resist Updat, 2002, 5, 147‐161.  
38. T. Ishikawa and F. Ali‐Osman, J. Biol. Chem., 1993, 268, 20116‐20125.  
39. Y. Kasherman, S. Sturup and D. Gibson, J. Med. Chem., 2009, 52, 4319‐4328.  
40. D. V. Deubel, J. Am. Chem. Soc., 2004, 126, 5999‐6004.  
41. J. Kozelka, Inorganica Chimica Acta, 2009, 362, 651‐668.  
42. J. M. Woynarowski, W. G. Chapman, C. Napier, M. C. S. Herzig and P. Juniewicz, Mol 
Pharmacol, 1998, 54, 770‐777.  
43. M. Crul, R. C. A. M. van Waardenburg, J. H. Beijnen and J. H. M. Schellens, Cancer 
Treat Rev, 2002, 28, 291‐303.  
44. S. G. Chaney, S. L. Campbell, E. Bassett and Y. Wu, Crit. Rev. Oncol. Hematol., 2005, 53, 
3‐11.  
45. Y. Jung and S. J. Lippard, Chem. Rev., 2007, 107, 1387‐1407.  
46. Z. H. Siddik, Oncogene, 2003, 22, 7265‐7279.  
47. Y. Jung, Y. Mikata and S. J. Lippard, J. Biol. Chem., 2001, 276, 43589‐43596.  
48. A. K. Holzer and S. B. Howell, Cancer Res., 2006, 66, 10944‐10952.  
49. J. Holford, P. J. Beale, F. E. Boxall, S. Y. Sharp and L. R. Kelland, Eur. J. Cancer, 2000, 36, 
1984‐1990.  
50. A. K. Godwin, A. Meister, P. J. O'Dwyer, C. S. Huang, T. C. Hamilton and M. E. 
Anderson, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1992, 89, 3070‐3074.  
51. A. D. Lewis, J. D. Hayes and C. R. Wolf, Carcinogenesis, 1988, 9, 1283‐1287.  
52. K. V. Ferry, T. C. Hamilton and S. W. Johnson, Biochem. Pharmacol., 2000, 60, 1305‐
1313.  
53. I. Chang, M. Kim, H. B. Kim, D. Y. Lee, S. Kim, H. Kim and H. J. You, Biochem. Biophys. 
Res. Commun., 2005, 327, 225‐233.  
54. M. Dabholkar, F. Bostick‐Bruton, C. Weber, V. A. Bohr, C. Egwuagu and E. Reed, J. Natl. 
Cancer Inst., 1992, 84, 1512‐1517.  
55. Z. Yang, X. D. Hou and B. T. Jones, Appl. Spectrosc. Rev., 2002, 37, 88.  
56. S. Zimmermann, C. M. Menzel, Z. Berner, J. Eckhardt, D. Stüben, F. Alt, J. 
Messerschmidt, H. Taraschewski and B. Sures, Analytica Chimica Acta, 2001, 439, 203‐
209.  
57. S. J. Hill, Inductively Coupled Plasma Spectrometry and its Applications, Blackwell 
Publishing, Oxford, 2007.  
58. E. De Hoffmann and V. Stroobant, Mass Spectrometry : Principles and Applications, 
John Wiley & Sons Ltd, Chichester, England, 2007.  
59. I. Agilent Technologies, Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry: A Primer, 
5989‐3526EN, 2005.  
60. D. A. Skoog, F. J. Holler and T. A. Nieman, Principles of instrumental analysis, Thomson 
Brooks/Cole, Belmont, CA, 1998.  
61. R. Thomas, Spectroscopy, 2001, 16, 22‐27.  
62. Thermo‐Finnigan, Element 2XR Hardware Manual, 2005.  
63. J. Begerow, M. Turfeld and L. Dunemann, J. Anal. At. Spectrom., 1996, 11, 913‐916.  
64. P. D. Sadowitz, B. A. Hubbard, J. C. Dabrowiak, J. Goodisman, K. A. Tacka, M. K. Aktas, 
M. J. Cunningham, R. L. Dubowy and A. Souid, Drug Metab Dispos, 2002, 30, 183‐190.  
65. C. P. Saris, P. M. van de Vaart, R. C. Rietbroek and F. Bloramaert, Carcinogenesis, 1996, 
17, 2763‐2769.  
191 
 
66. S. Vouillamoz‐Lorenz, J. Bauer, F. Lejeune and L. A. Decosterd, J Pharmaceut Biomed, 
2001, 25, 465‐475.  
67. R. J. Parker, I. Gill, R. Tarone, J. A. Vionnet, S. Grunberg, F. M. Muggia and E. Reed, 
Carcinogenesis, 1991, 12, 1253‐1258.  
68. M. C. Poirier, E. Reed, H. Shamkhani, R. E. Tarone and S. Gupta‐Burt, Environ. Health 
Perspect., 1993, 99, 149‐154.  
69. L. Xilei, K. Heydorn and B. Rietz, J. Radioanal. Nucl., 1992, 160, 85‐99.  
70. B. Rietz, K. Heydorn and A. Krarup‐Hansen, Biol. Trace Elem. Res., 1994, 43‐45, 343‐
350.  
71. R. Gorodetsky, X. Mou, A. Vexler, B. Kaufman, R. Catane and E. Loewenthal, Cancer, 
1993, 72, 446‐454.  
72. D. J. Stewart, R. S. Benjamin, M. Luna, L. Feun, R. Caprioli, W. Seifert and T. L. Loo, 
Cancer Chemother. Pharmacol., 1982, 10, 51‐54.  
73. J. G. Morrison, P. White, S. McDougall, J. W. Firth, S. G. Woolfrey, M. A. Graham and D. 
Greenslade, J. Pharmaceut. Biomed., 2000, 24, 1‐10.  
74. V. Ip, M. J. McKeage, P. Thompson, D. Damianovich, M. Findlay and J. J. Liu, J. Anal. At. 
Spectrom., 2008, 23, 881‐884.  
75. G. Gory‐Delabaere, J. L. Perez, D. Cupissol, F. Gattacceca and J. Bres, in Metal Ions in 
Biology and Medicine, ed. P. Collery, E. Maymard, T. Theophanides, L. Khassanova and 
T. Collery, John Libbey Euro Text, Paris, 2008, p. 88‐94.  
76. G. Koellensperger and S. Hann, Anal. Bioanal Chem., 2010, 397, 401‐406.  
77. D. Pozebon, V. L. Dressler, A. Matusch and J. S. Becker, Int. J. Mass Spectrom., 2008, 
272, 57‐62.  
78. E. E. M. Brouwers, M. Tibben, D. Pluim, H. Rosing, H. Boot, A. Cats, J. H. M. Schellens 
and J. H. Beijnen, Anal. Bioanal. Chem., 2008, 391, 577‐585.  
79. A. Ghezzi, M. Aceto, C. Cassino, E. Gabano and D. Osella, J. Inorg. Biochem., 2004, 98, 
73‐78.  
80. A. Zayed, T. Shoeib, S. E. Taylor, G. D. D. Jones, A. L. Thomas, J. P. Wood, H. J. Reid and 
B. L. Sharp, Int. J. Mass Spectrom., 2011, 307, 70‐78.  
81. E. Björn, Y. Nygren, T. T. Thi Nhu Nguyen, C. Ericson, M. Nöjd and P. Naredi, Anal 
Biochem, 2007, 363, 135‐142.  
82. A. Bonetti, P. Apostoli, M. Zaninelli, F. Pavanel, M. Colombatti, G. L. Cetto, T. 
Franceschi, L. Sperotto and R. Leone, Clin. Cancer Res., 1996, 2, 1829‐1835.  
83. S. Hann, G. Koellensperger, K. Kanitsar, G. Stingeder, M. Brunner, B. Erovic, M. Muller 
and C. Reiter, Anal. Bioanal Chem., 2003, 376, 198‐204.  
84. J. J. Thompson and R. S. Houk, Appl. Spectrosc., 1987, 41, 801‐806.  
85. H. J. Finley‐Jones, J. L. Molloy and J. A. Holcombe, J. Anal. At. Spectrom., 2008, 23, 
1214‐1222.  
86. M. Wind and W. D. Lehmann, J. Anal. At. Spectrom., 2004, 19, 20‐25.  
87. R. E. March, in Encyclopedia of Analytical Science, ed. P. Worsfold, A. Townshend and 
C. Poole, Elsevier, Oxford, 2005, p. 404‐412.  
88. Thermo‐Finnigan, Finnigan LTQ hardware manual, 2003.  
89. R. Ekman, J. Silberring, A. M. Westman‐Brinkmalm and A. Kraj, Mass spectrometry: 
instrumentation, interpretation, and applications, John Wiley & Sons, Hoboken, N.J., 
2009.  
90. Thermo Electron European Training Institute, Biotech operations for LCQ and LTQ 
course manual, 2007.  
91. P. S. H. Wong and R. G. Cooks, Curr Sep, 1997, 16, 85‐92.  
92. E. Gabano, D. Colangelo, A. R. Ghezzi and D. Osella, J. Inorg. Biochem., 2008, 102, 629‐
635.  
192 
 
93. L. E. Ta, L. Espeset, J. Podratz and A. J. Windebank, NeuroToxicology, 2006, 27, 992‐
1002.  
94. E. S. McDonald, K. R. Randon, A. Knight and A. J. Windebank, Neurobiol Dis, 2005, 18, 
305‐313.  
95. E. Fokkema, H. J. M. Groen, M. N. Helder, E. G. E. de Vries and C. Meijer, Biochem. 
Pharmacol., 2002, 63, 1989‐1996.  
96. M. Mishima, G. Samimi, A. Kondo, X. Lin and S. B. Howell, Eur. J. Cancer, 2002, 38, 
1405‐1412.  
97. F. A. Blommaert, B. G. J. Floot, H. C. M. van Dijk‐Knijnenburg, F. Berends, R. A. Baan, J. 
H. Schornagel, L. den Engelse and A. M. J. Fichtinger‐Schepman, Chem‐Biol Interact, 
1998, 108, 209‐225.  
98. J. H. Schellens, J. Ma, A. S. Planting, M. E. van der Burg, E. van Meerten, M. de Boer‐
Dennert, P. I. Schmitz, G. Stoter and J. Verweij, Br. J. Cancer, 1996, 73, 1569‐1575.  
99. E. Reed, R. F. Ozols, R. Tarone, S. H. Yuspa and M. C. Poirier, Carcinogenesis, 1988, 9, 
1909‐1911.  
100. E. Reed, Y. Ostchega, S. M. Steinberg, S. H. Yuspa, R. C. Young, R. F. Ozols and M. C. 
Poirier, Cancer Res., 1990, 50, 2256‐2260.  
101. G. J. Veal, C. Dias, L. Price, A. Parry, J. Errington, J. Hale, A. D. J. Pearson, A. V. Boddy, 
D. R. Newell and M. J. Tilby, Clin Cancer Res, 2001, 7, 2205‐2212.  
102. B. W. Cooper, G. J. Veal, T. Radivoyevitch, M. J. Tilby, H. J. Meyerson, H. M. Lazarus, O. 
N. Koc, R. J. Creger, G. Pearson, G. M. Nowell, D. Gosky, S. T. Ingalls, C. L. Hoppel and 
S. L. Gerson, Clin. Cancer Res., 2004, 10, 6830‐6839.  
103. A. C. Pieck, A. Drescher, K. G. Wiesmann, J. Messerschmidt, G. Weber, D. Strumberg, 
R. A. Hilger, M. E. Scheulen and U. Jaehde, Br. J. Cancer, 2008, 98, 1959‐1965.  
104. F. A. Blommaert, C. Michael, P. M. A. B. Terheggen, F. M. Muggia, V. Kortes, J. H. 
Schornagel, A. A. M. Hart and L. Denengelse, Cancer Res, 1993, 53, 5669‐5675.  
105. J. Reedijk, Chem. Rev., 1999, 99, 2499‐2510.  
106. C. R. Centerwall, K. A. Tacka, D. J. Kerwood, J. Goodisman, B. B. Toms, R. L. Dubowy 
and J. C. Dabrowiak, Mol Pharmacol, 2006, 70, 348‐355.  
107. R. C. DeConti, B. R. Toftness, R. C. Lange and W. A. Creasey, Cancer Res., 1973, 33, 
1310‐1315.  
108. J. Will, D. A. Wolters and W. S. Sheldrick, ChemMedChem, 2008, 3, 1696‐1707.  
109. P. J. Bednarski, J. Inorg. Biochem., 1995, 60, 1‐19.  
110. J. J. Gullo, C. L. Litterst, P. J. Maguire, B. I. Sikic, D. F. Hoth and P. V. Woolley, Cancer 
Chemother. Pharmacol., 1980, 5, 21‐26.  
111. H. Ehrsson, I. Wallin and J. Yachnin, Medical Oncology, 2002, 19, 261‐265.  
112. S. S. Hah, R. A. Sumbad, R. W. de Vere White, K. W. Turteltaub and P. T. Henderson, 
Chem. Res. Toxicol., 2007, 20, 1745‐1751.  
113. M. J. P. Welters, M. Maliepaard, A. J. Jacobs‐Bergmans, R. A. Baan, J. H. M. Schellens, 
J. Ma, W. J. F. Van der Vijgh, B. J. M. Braakhuis and A. M. J. Fichtinger‐Schepman, 
Carcinogenesis, 1997, 18, 1767‐1774.  
114. J. Liu, E. Kraut, J. Bender, R. Brooks, S. Balcerzak, M. Grever, H. Stanley, S. D'Ambrosio, 
R. Gibson‐D'Ambrosio and K. K. Chan, Cancer Chemother. Pharmacol., 2002, 49, 367‐
374.  
115. G. Weber, J. Messerschmidt, A. C. Pieck, A. M. Junker, A. Wehmeier and U. Jaehde, 
Anal. Bioanal. Chem., 2004, 380, 54‐58.  
116. R. J. Motzer, E. Reed, F. Perera, D. Tang, H. Shamkhani, M. C. Poirier, W. Tsai, R. J. 
Parker and G. J. Bosl, Cancer, 1994, 73, 2843‐2852.  
117. B. Liedert, D. Pluim, J. Schellens and J. Thomale, Nucleic Acids Res., 2006, 34, e47.  
118. E. L. Meczes, A. Azim‐Araghi, C. J. Ottley, D. G. Pearson and M. J. Tilby, Biochem 
Pharmacol, 2005, 70, 1717‐1725.  
193 
 
119. A. C. Pieck, A. Drescher, K. G. Wiesmann, J. Messerschmidt, G. Weber, D. Strumberg, 
R. A. Hilger, M. E. Scheulen and U. Jaehde, Br. J. Cancer, 2008, 98, 1959‐1965.  
120. G. M. Almeida, T. L. Duarte, P. B. Farmer, W. P. Steward and G. D. Jones, Int. J. Cancer, 
2008, 122, 1810‐1819.  
121. G. M. Almeida, T. L. Duarte, W. P. Steward and G. D. D. Jones, DNA Repair, 2006, 5, 
219‐225.  
122. D. Garmann, A. Warnecke, G. V. Kalayda, F. Kratz and U. Jaehde, J. Controlled Release, 
2008, 131, 100‐106.  
123. S. W. Johnson, P. B. Laub, J. S. Beesley, R. F. Ozols and T. C. Hamilton, Cancer Res., 
1997, 57, 850‐856.  
124. D. G. Sar, M. Montes‐Bayón, E. Blanco‐González and A. Sanz‐Medel, Trac‐Trend Anal 
Chem, 2010, 29, 1390‐1398.  
125. E. Reed, R. J. Parker, I. Gill, A. Bicher, M. Dabholkar, J. A. Vionnet, F. Bostick‐Bruton, R. 
Tarone and F. M. Muggia, Cancer Res, 1993, 53, 3694‐3699.  
126. P. Tothill, L. M. Matheson, J. F. Smyth and K. McKay, J. Anal. At. Spectrom., 1990, 5, 
619‐622.  
127. K. Yamada, N. Kato, A. Takagi, M. Koi and H. Hemmi, Anal. Bioanal Chem., 2005, 382, 
1702‐1707.  
128. G. M. Nowell, D. G. Pearson, C. J. Ottley and M. J. Tilby, in Plasma Source Mass 
Spectrometry: Current Trends and Future Developments, ed. D. R. Bandura, Royal 
Society of Chemistry, Holland, 2005, p. 245‐258.  
129. G. J. Veal, J. Errington, M. J. Tilby, A. D. Pearson, A. B. Foot, H. McDowell, C. Ellershaw, 
B. Pizer, G. M. Nowell, D. G. Pearson, A. V. Boddy and UKCCSG Pharmacology Working 
Group, Br. J. Cancer, 2007, 96, 725‐731.  
130. P. D. Winship, The Development of ICP‐MS Methods for the Study of Biomedical 
Problems Particularly those Involving Nucleic Acids, Loughborough University, 2006.  
131. S. Kerr, Enhancing nucleic acid detection using inductively coupled plasma mass 
spectrometry, by means of metal and nano‐particle labelling, Loughborough 
University, 2008.  
132. J. C. Miller and J. N. Miller, Statistic and Chemometrics for Analytical Chemistry, 
Pearson Education Limited, London, 2005.  
133. I. Agilent Technologies, Signal, Noise, and Detection Limits in Mass Spectrometry, 
5990‐7651EN, 2011.  
134. U.S. Department of Health and Human Services, Food and Drug Administration, 
06/05/2010, 
http://www.fda.gov/downloads/Drugs/GuidanceComplianceRegulatoryInformation/G
uidances/ucm070107.pdf.  
135. E. Higney, V. Olive, A. B. MacKenzie and I. D. Pulford, Applied Geochemistry, 2002, 17, 
1123‐1129.  
136. D. C. Colodner, E. A. Boyle and J. M. Edmond, Anal. Chem., 1993, 65, 1419‐1425.  
137. V. Diaz Huerta, L. Hinojosa Reyes, J. Marchante‐Gayon, M. L. Fernandez Sanchez and 
A. Sanz‐Medel, J. Anal. At. Spectrom., 2003, 18.  
138. L. Hinojosa Reyes, J. M. Marchante Gayon, J. I. Garcia Alonso and A. Sanz‐Medel, J. 
Anal. At. Spectrom., 2003, 18.  
139. Z. Hu, S. Hu, S. Gao, Y. Liu and S. Lin, Spectrochim Acta B, 2004, 59, 1463‐1470.  
140. F. Vanhaecke, H. Vanhoe, R. Dams and C. Vandecasteele, Talanta, 1992, 39, 737‐742.  
141. H. J. Finley‐Jones and J. A. Holcombe, Evaluation of internal standard predictions 
across instrumental platforms in inductively coupled plasma mass spectrometry, The 
Royal Society of Chemistry, 2009.  
142. P. Allain, S. Berre, Y. Mauras and A. Le Bouil, Biol. Mass Spectrom., 1992, 21, 141‐143.  
143. QIAGEN, 21/06/2010, http://www.qiagen.com/literature/render.aspx?id=405.  
194 
 
144. Philippe Sauer, Markus Muller and Jie Kang, 21/06/2010, 
http://www.qiagen.com/literature/qiagennews/0298/982quant.pdf.  
145. J. M. Woynarowski, S. Faivre, M. C. S. Herzig, B. Arnett, W. G. Chapman, A. V. Trevino, 
E. Raymond, S. G. Chaney, A. Vaisman, M. Varchenko and P. E. Juniewicz, Mol 
Pharmacol, 2000, 58, 920‐927.  
146. C. L. Camp, B. L. Sharp, H. J. Reid, J. Entwisle and H. Goenaga‐Infante, Analytical and 
Bioanalytical Chemistry, 2011, DOI: 10.1007/s00216‐011‐5347‐y.  
147. D. G. Sar, M. Montes‐Bayon, E. B. Gonzalez and A. Sanz‐Medel, J. Anal. At. Spectrom., 
2006, 21, 861‐868.  
148. D. Garcia Sar, M. Montes‐Bayon, L. Aguado Ortiz, E. Blanco‐Gonzalez, L. M. Sierra and 
A. Sanz‐Medel, Anal. Bioanal Chem., 2008, 390, 37‐44.  
149. D. García Sar, M. Montes‐Bayon, E. Blanco Gonzlez, L. M. Sierra, L. Aguado, M. A. 
Comendador, G. Koellensperger, S. Hann and A. Sanz‐Medel, Anal Chem, 2009, 81, 
9553‐9560.  
150. C. F. Harrington, R. C. Le Pla, G. D. D. Jones, A. L. Thomas and P. B. Farmer, Chem. Res. 
Toxicol., 2010, 23, 1313‐1321.  
151. D. Pluim, M. Maliepaard, R. C. A. M. van Waardenburg, J. H. Beijnen and J. H. M. 
Schellens, Anal Biochem, 1999, 275, 30‐38.  
152. I. M. Baskerville‐Abraham, G. Boysen, J. M. Troutman, E. Mutlu, L. Collins, K. E. 
Dekrafft, W. Lin, C. King, S. G. Chaney and J. A. Swenberg, Chem. Res. Toxicol., 2009, 
22, 905‐912.  
153. H. Iijima, H. B. Patrzyc, J. B. Dawidzik, E. E. Budzinski, H. Cheng, H. G. Freund and H. C. 
Box, Anal Biochem, 2004, 333, 65‐71.  
154. R. Da Col, L. Silvestro, C. Baiocchi, D. Giacosa and I. Viano, J Chromatogr A, 1993, 633, 
119‐128.  
155. U. Warnke, J. Gysler, B. Hofte, U. R. Tjaden, J. van der Greef, C. Kloft, W. Schunack and 
U. Jaehde, Electrophoresis, 2001, 22, 97‐103.  
156. S. Mowaka and M. Linscheid, Anal. Bioanal Chem., 2008, 392, 819‐830.  
157. D. B. Strickmann, A. Küng and B. K. Keppler, Electrophoresis, 2002, 23, 74‐80.  
158. A. Küng, D. B. Strickmann, M. Galanski and B. K. Keppler, J. Inorg. Biochem., 2001, 86, 
691‐698.  
159. S. Kerr, T. Shoeib and B. Sharp, Analytical and Bioanalytical Chemistry, 2008, 391, 
2339‐2348.  
160. R. C. Le Pla, K. J. Ritchie, C. J. Henderson, C. R. Wolf, C. F. Harrington and P. B. Farmer, 
Chem. Res. Toxicol., 2007, 20, 1177‐1182.  
161. S. Hann, A. Zenker, M. Galanski, T. L. Bereuter, G. Stingeder and B. K. Keppler, 
Fresenius J. Anal. Chem., 2001, 370, 581‐6.  
162. E. E. Brouwers, A. D. Huitema, J. H. Schellens and J. H. Beijnen, Anticancer Drugs, 
2008, 19, 621‐630.  
163. S. E. Taylor, Determining the Effect of Selenium Supplementation on the Cellular 
Distribution of Oxaliplatin, Loughborough University, 2010.  
164. A. Eastman, Biochemistry (N. Y. ), 1982, 21, 6732‐6736.  
165. J. Arpalahti and B. Lippert, Inorg. Chem., 1990, 29, 104‐110.  
166. M. Baik, R. A. Friesner and S. J. Lippard, J. Am. Chem. Soc., 2003, 125, 14082‐14092.  
167. E. Yuriev, Inorg. Chem., 1996, 35, 7914‐7915.  
168. R. B. Martin, Acc. Chem. Res., 1985, 18, 32‐38.  
169. K. H. Scheller, V. Scheller‐Krattiger and R. B. Martin, J. Am. Chem. Soc., 1981, 103, 
6833‐6839.  
170. Tamer Shoeib and Barry L. Sharp, Personal Communication, 2011.  
171. M. Hrubisko, A. T. McGown and B. W. Fox, Biochem. Pharmacol., 1993, 45, 253‐256.  
195 
 
172. G. M. Lai, R. F. Ozols, R. C. Young and T. C. Hamilton, J. Natl. Cancer Inst., 1989, 81, 
535‐539.  
173. K. Kasahara, Y. Fujiwara, K. Nishio, T. Ohmori, Y. Sugimoto, K. Komiya, T. Matsuda and 
N. Saijo, Cancer Res., 1991, 51, 3237‐3242.  
174. A. Stachurska, M. Dudkowska, A. Czopek, M. Manteuffel‐Cymborowska and B. 
Grzelakowska‐Sztabert, Biochim. Biophys. Acta, 2004, 1689, 259‐266.  
175. E. Donzelli, M. Carfi, M. Miloso, A. Strada, S. Galbiati, M. Bayssas, G. Griffon‐Etienne, 
G. Cavaletti, M. G. Petruccioli and G. Tredici, J. Neurooncol., 2004, 67, 65‐73.  
176. B. Banfi, B. Malgrange, J. Knisz, K. Steger, M. Dubois‐Dauphin and K. H. Krause, J. Biol. 
Chem., 2004, 279, 46065‐46072.  
177. J. Wang, S. Ladrech, R. Pujol, P. Brabet, T. R. Van De Water and J. L. Puel, Cancer Res., 
2004, 64, 9217‐9224.  
178. C. Molenaar, J. Teuben, R. J. Heetebrij, H. J. Tanke and J. Reedijk, J. Biol. Inorg. Chem., 
2000, 5, 655‐665.  
179. R. Safaei, K. Katano, B. J. Larson, G. Samimi, A. K. Holzer, W. Naerdemann, M. 
Tomioka, M. Goodman and S. B. Howell, Clin Cancer Res, 2005, 11, 756‐767.  
180. G. V. Kalayda, B. A. J. Jansen, P. Wielaard, H. J. Tanke and J. Reedijk, J. Biol. Inorg. 
Chem., 2005, 10, 305‐315.  
181. X. J. Liang, D. W. Shen, K. G. Chen, S. M. Wincovitch, S. H. Garfield and M. M. 
Gottesman, J. Cell. Physiol., 2005, 202, 635‐641.  
182. R. A. Alderden, H. R. Mellor, S. Modok, T. W. Hambley and R. Callaghan, Biochem. 
Pharmacol., 2006, 71, 1136‐1145.  
183. M. D. Hall, C. T. Dillon, M. Zhang, P. Beale, Z. Cai, B. Lai, A. P. Stampfl and T. W. 
Hambley, J. Biol. Inorg. Chem., 2003, 8, 726‐732.  
184. M. D. Hall, R. A. Alderden, M. Zhang, P. J. Beale, Z. Cai, B. Lai, A. P. Stampfl and T. W. 
Hambley, J. Struct. Biol., 2006, 155, 38‐44.  
185. M. D. Hall, G. J. Foran, M. Zhang, P. J. Beale and T. W. Hambley, J. Am. Chem. Soc., 
2003, 125, 7524‐7525.  
186. P. Marqués‐Gallego, G. V. Kalayda, U. Jaehde, H. d. Dulk, J. Brouwer and J. Reedijk, J. 
Inorg. Biochem., 2009, 103, 791‐796.  
187. B. A. Teicher, S. A. Holden, J. L. Jacobs, M. J. Abrams and A. G. Jones, Biochem. 
Pharmacol., 1986, 35, 3365‐3369.  
188. R. P. Sharma and I. R. Edwards, Biochem. Pharmacol., 1983, 32, 2665‐2669.  
189. T. Falta, P. Heffeter, A. Mohamed, W. Berger, S. Hann and G. Koellensperger, J. Anal. 
At. Spectrom., 2011, 26, 109‐115.  
190. Merck Chemicals, 7/11/2010, http://www.merck‐chemicals.co.uk/life‐science‐
research/proteoextract‐subcellular‐proteome‐extraction‐kit/EMD_BIO‐
539790/p_xdCb.s1ORVMAAAEjpxp9.zLX.  
191. T. Shoeib, D. W. Atkinson and B. L. Sharp, Inorg. Chim. Acta, 2010, 363, 184‐192.  
192. A. Levina, A. Mitra and P. A. Lay, Metallomics, 2009, 1, 458‐470.  
 
196 
 
7 Appendices 
7.1 Appendix A 
Table 39 Pt calibration data used  to calculate Pt concentrations  in  the study  ‘validation of  153Eu as an  internal 
standard for Pt quantification in digested DNA samples’ 
  Pt standard concentration  Intensities 
Standard  Before adding IS  After adding IS 153Eu (cps) 195Pt (cps) 69Ga (cps)  Pt/Eu  Pt/Ga
Blank  0.00E+00  0.00E+00  123848 733 2482929 0.005915316  0.000295
8  6.10E‐03  3.05E‐03  163845 1022 2849039 0.006237  0.000359
7  1.02E‐02  5.10E‐03  141459 1214 2822066 0.00857917  0.00043
6  1.16E‐01  5.82E‐02  132434 4945 2846578 0.03733874  0.001737
5  2.26E‐01  1.13E‐01  127068 9207 2634183 0.072459799  0.003495
4  3.24E‐01  1.62E‐01  122354 12835 2551437 0.104897523  0.00503
3  4.33E‐01  2.17E‐01  102902 14424 2118690 0.14017164  0.006808
2  5.42E‐01  2.71E‐01  103117 18258 2191291 0.177060897  0.008332
1  1.08E+00  5.38E‐01  102881 35447 2162937 0.344547919  0.016389
 
Table 40 Composition of the buffers in the QIAGEN Blood & Cell Culture DNA Kit used in the DNA extraction. 
Buffer  Composition
Buffer C1 (Cell Lysis Buffer)  1.28 M sucrose 40 mM Tris Cl, pH 7.5; 20 mM MgCl2; 4% Triton 
X‐100. 
Buffer G2 (Digestion Buffer)  800 mM guanidine HCl; 30 M Tris Cl pH 8.0; 30 mM EDTA pH 
8.0; 5% Tween‐20: 0.5% Triton X‐100. 
Buffer QBT (Equilibration Buffer)  750 mM NaCl; 50 mM MOPS, pH 7.0; 15%  isopropanol, 0.15% 
Triton X‐100. 
Buffer QC (Wash Buffer) 1.0 M NaCl; 50 mMMOPS, pH 7.0; 15% isopropanol. 
Buffer QF (Elution Buffer) 1.25 M NaCl; 50 mM Tris Cl, pH 8.5; 15% isopropanol. 
 
 
Figure 63 Pt calibration graph used to calculate Pt concentrations in DNA samples of H23 and A549 cell lines. 
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Table 41 Pt‐DNA quantification data obtained from analysing samples containing <5 µg DNA from patients A‐E in the study employing n=11 patients. 
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Blank 1  246   ‐4.30E‐04  ‐4.30E‐07 4,532 ‐1.71E+01    
Blank 2  354   ‐1.61E‐04  ‐1.61E‐07 6,251 ‐1.65E+01    
A.2.P  668   6.27E‐04  6.27E‐07 1.94E+12 2,627,980 9.14E+02 0.3325 0.30 37.67  0.0901 3.4 3.0 11.31 2.21E+19 1.78E+19 0.09 0.11 
B.2.P  684   6.67E‐04  6.67E‐07 2.06E+12 198,869 5.18E+01 0.3336 0.02 2.03  0.0890 0.2 0.2 0.60 1.18E+18 1.01E+18 1.74 2.04 
C.6.P  1449   2.58E‐03  2.58E‐06 7.97E+12 2,750,841 9.57E+02 0.336 0.32 35.18  0.0885 3.1 3.2 10.38 2.03E+19 1.86E+19 0.39 0.43 
D.6.P  885   1.17E‐03  1.17E‐06 3.61E+12 1,567,061 5.37E+02 0.3334 0.18 23.02  0.0881 2.0 1.8 6.76 1.32E+19 1.04E+19 0.27 0.35 
E.1.P  1390   2.44E‐03  2.44E‐06 7.52E+12 2,372,168 8.23E+02 0.331 0.27 34.10  0.0900 3.1 2.7 10.23 2E+19 1.60E+19 0.38 0.47 
           
A.2.1  6653   1.56E‐02  1.56E‐05 4.82E+13 3,587,028 1.25E+03 0.3316 0.42 51.01  0.0884 4.5 4.2 15.03 2.94E+19 2.44E+19 1.64 1.98 
B.2.1  1482   2.67E‐03  2.67E‐06 8.23E+12 132,983 2.85E+01 0.3315 0.01 0.34  0.0895 0.03 0.1 0.10 1.99E+17 5.54E+17 41.47 14.87 
Digested Blank  1282   2.16E‐03  2.16E‐06 6.68E+12 121,874 2.45E+01 ‐ ‐ 1.09  ‐ ‐ ‐
D.6.1  450   8.01E‐05  8.01E‐08 2.47E+11 43,095 ‐3.41E+00 0.3353 0.00 0.03  0.0890 0.0 0.0 0.01 1.98E+16 ‐6.63E+16 12.47 0.00 
E.1.1  1222   2.01E‐03  ‐4.30E‐07 6.22E+12 906,966 303.0339127 0.3333 0.10 9.77  0.0862 0.8 1.0 2.81 5.49E+18 5.89E+18 1.13 1.06 
DL (3xSy/x)    3.99E‐03       
LLOQ (10xSy/x)    1.33E‐02       
LLOQ (5x Blank)    1.50E‐02       
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Table 42 Pt‐DNA quantification data obtained from analysing total DNA samples from patients A‐K in the study employing n=11 patients 
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Blank 1  359 ‐1.37E‐03  ‐1.37E‐06 ‐4.24E+12 45,197 2.8E+01  
Blank 2  470 ‐1.13E‐03  ‐1.13E‐06 ‐3.48E+12 24,414 2.2E+01  
A.2.P  1326 7.58E‐04  7.58E‐07 2.34E+12 6,455,952 2.1E+03 0.3026 0.63 753.33  0.0408 30.7 6.3 101.57 1.99E+20 4.03E+19 0.01 0.06
B.2.P  538 ‐9.79E‐04  ‐9.79E‐07 ‐3.02E+12 980,408 3.3E+02 0.3038 0.10 40.68  0.0433 1.8 1.0 5.80 1.14E+19 6.35E+18 N/A N/A
C.6.P  2492 3.33E‐03  3.33E‐06 1.03E+13 10,150,140 3.3E+03 0.2994 0.97 1407.33  0.0379 53.3 9.7 178.15 3.49E+20 6.33E+19 0.03 0.16
D.6.P  1778 1.75E‐03  1.75E‐06 5.41E+12 6,167,813 2.0E+03 0.3047 0.60 460.33  0.0376 17.3 6.0 56.81 1.11E+20 3.86E+19 0.05 0.14
E.1.P  446 ‐1.18E‐03  ‐1.18E‐06 ‐3.65E+12 17,785,913 5.7E+03 0.305 1.74 1364.00  0.0368 50.2 17.4 164.57 3.22E+20 1.11E+20 0.00 0.00
F.3.P  2418 3.16E‐03  3.16E‐06 9.77E+12 15,441,941 4.9E+03 0.3069 1.52 801.33  0.0356 28.5 15.2 92.95 1.82E+20 9.61E+19 0.05 0.10
G.4.P  2242 2.78E‐03  2.78E‐06 8.57E+12 16,256,008 5.2E+03 0.3052 1.59 551.33  0.0350 19.3 15.9 63.23 1.24E+20 1.01E+20 0.07 0.08
H.1.P  445 ‐1.18E‐03  ‐1.18E‐06 ‐3.65E+12 24,453,332 7.8E+03 0.303 2.37 1071.33  0.0365 39.1 23.7 129.06 2.53E+20 1.52E+20 0.00 0.00
I.3.P  1660 1.49E‐03  1.49E‐06 4.61E+12 8,160,500 2.6E+03 0.3057 0.80 361.33  0.0389 14.1 8.0 45.98 9.00E+19 5.09E+19 0.05 0.09
J.3.P  2126 2.52E‐03  2.52E‐06 7.78E+12 16,908,812 5.4E+03 0.3006 1.63 793.00  0.0386 30.6 16.3 101.83 1.99E+20 1.05E+20 0.04 0.07
K.2.P  2550 3.45E‐03  3.45E‐06 1.07E+13 24,940,658 8.0E+03 0.3033 2.42 842.67  0.0347 29.2 24.2 96.41 1.89E+20 1.55E+20 0.06 0.07
Blank 3  892 ‐1.99E‐04  ‐1.99E‐07 ‐6.14E+11 103,528 4.7E+01  
Blank 4  695 ‐6.33E‐04  ‐6.33E‐07 ‐1.95E+12 50,159 3.0E+01  
A.2.1  27066 5.75E‐02  5.75E‐05 1.77E+14 12,277,314 3.9E+03 0.304 1.20 1020.27  0.0828 84.5 12.0 277.89 5.44E+20 7.65E+19 0.33 2.32
B.2.1  920 ‐1.38E‐04  ‐1.38E‐07 ‐4.28E+11 416,864 1.5E+02 0.3085 0.05 6.80  0.0883 0.6 0.5 1.95 3.81E+18 2.34E+18 N/A N/A
C.6.1  1511 1.16E‐03  1.16E‐06 3.60E+12 735,660 2.5E+02 0.3042 0.08 21.77  0.0999 2.2 0.8 7.15 1.40E+19 4.33E+18 0.26 0.74
D.6.1  863 ‐2.62E‐04  ‐2.62E‐07 ‐8.09E+11 72,648 3.7E+01 0.3057 0.01 0.68  0.0910 0.1 0.1 0.20 3.98E+17 1.85E+17 N/A N/A
E.1.1  9131 1.80E‐02  1.80E‐05 5.54E+13 7,903,392 2.5E+03 0.3074 0.78 195.33  0.0846 16.5 7.8 53.76 1.05E+20 4.91E+19 0.53 1.12
F.3.1  23576 4.98E‐02  4.98E‐05 1.54E+14 15,016,975 4.8E+03 0.3082 1.48 330.33  0.0901 29.8 14.8 96.57 1.89E+20 9.36E+19 0.81 1.64
G.4.1  11767 2.38E‐02  2.38E‐05 7.34E+13 6,928,906 2.2E+03 0.3033 0.68 150.33  0.0918 13.8 6.8 45.50 8.91E+19 4.30E+19 0.82 1.69
H.1.1  1837 1.88E‐03  1.88E‐06 5.81E+12 2,006,231 6.5E+02 0.3021 0.20 71.00  0.0786 5.6 2.0 18.47 3.62E+19 1.23E+19 0.16 0.46
I.3.1  26670 5.66E‐02  5.66E‐05 1.75E+14 11,602,125 3.7E+03 0.3055 1.14 273.00  0.0893 24.4 11.4 79.80 1.56E+20 7.23E+19 1.12 2.42
J.3.1  8473 1.65E‐02  1.65E‐05 5.10E+13 9,008,775 2.9E+03 0.3058 0.88 232.33  0.0800 18.6 8.8 60.78 1.19E+20 5.60E+19 0.43 0.91
K.2.1  4426 7.59E‐03  7.59E‐06 2.34E+13 6,174,742 2.0E+03 0.3041 0.60 146.67  0.0741 10.9 6.0 35.74 7.00E+19 3.83E+19 0.33 0.61
DL (3xSTD)  1.57E‐03     
LLOQ (10xSTD)  5.23E‐03     
LLOQ (5x Blank)  4.49E‐03     
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Table 43 Pt and P calibration standard data used for quantification of Pt and P  in the samples containing total 
DNA patients A‐K in the study employing n=11 patients. 
Standard  Pt  concn. 
(ppb) 
195Pt (cps)   STD (cps) RSD % P  concn.
(ppb) 
31P (cps) STD (cps)  RSD %
Blank  0.0E+00  254  50 19.5 0.0E+00 38252 328  0.86
Std 6  6.1E‐03  3488  53 1.51 2.9E+02 1024460 2597  0.25
Std 5  1.0E‐02  5329  160 2.99 4.7E+02 1583690 2606  0.16
Std 4  1.2E‐01  55203  383 0.69 5.4E+03 16768126  30099  0.18
Std 3  2.3E‐01  104489  866 0.83 1.1E+04 32140496  64514  0.2
Std 2  3.2E‐01  147304  1286 0.87 1.5E+04 48015847  469634  0.98
Std 1  4.3E‐01  197330  1477 0.75 2.0E+04 63246116  754015  1.19
 
 
Figure 64 Pt calibration graph used for quantification of Pt in the samples containing total DNA from patients A‐K 
in the study employing n=11 patients. 
 
Figure 65 P  calibration graph used  for quantification of DNA nucleotides  in  the  samples  containing  total DNA 
from patients A‐K in the study employing n=11 patients. 
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Table 44 Number of leukocytes isolated from the blood samples of the patients in the pilot clinical study (n=30) 
Patient  Regimen 1st sampling 2nd sampling 3rd sampling
Cycle   date  Number of leukocytes x 106 Cycle  date Number of leukocytes x 106 Cycle  date Number of leukocytes x 106 
pre 1  hour 
post 
24  hours 
post 
pre  1 hour post 24  hours 
post 
pre 1  hour 
post 
24  hours 
post 
001  ECF 1  19.3.09  22 12 14.5 3 30.4.09 29  11 5.4  
002  FOLFOX 6  19.3.09  7.8 5.0 1.13 9 30.4.09 38  32 39 12 n/a n/a n/a n/a 
003  ECX 4  26.03.09 10.7 6.4 4.3 6 14.5.09 19  n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 
004  ECX 1  26.03.09 15 4.0 10.4 3 07.05.09 22  n/a n/a 4 13.08.09 25.2 7.5 11.7 
005  FOLFOX 1  03.05.09 69 18 27 6 02.07.09 13.4  11.2 n/a  
006  Oxali/cape 1  14.05.09 18.5 6.2 6.2 RIP n/a n/a  n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 
007  ECX 1  21.05.08 30 14.5 12.5 4 30.07.09 1.2 *  41 17.2  
008  ECX 1  28.05.09 16.7 5.5 21.8    
009  ECX 1  04.06.09 10.6 10.6 25.4 n/a n/a n/a  n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 
010  ECF  1  04.06.09 12.8 n/a n/a n/a n/a n/a  n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 
011  ECX 1  04.06.09 12.4 30.0 12.4 3 16.7.09 30  16 13.4  
012  ECX 6  04.06.09 16.4 8.1 n/a n/a n/a n/a  n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 
013  Oxali/cape 1  11.06.09 30.5 13.5 33.2 3 30.07.09 36.2  37 15.0  
014  EOX 1  11.06.09 20 13.1 17.9    
015  FOLFOX 1  11.06.09 11.4 10.3 18.1 6 20.08.09 14.2  3.8 13.8  
016  FOLFOX 1  25.06.09 29.8 32.6 15    
017  Carboplatin 1  02.07.09 26.6 8.4 3.1    
018  EOX 1  16.07.09 16.2 9.1 19.5 3 27.08.09 39.9  10 36  
019  EOX 1  23.07.09 18 15 7.7 5 23.10.09 19.6  14 n/a  
020  EOX 1  31.07.09 57.0 37.6 n/a 3 10.09.09 30.8  refused 24.6  
021  FOLFOX 1  20.08.09 n/a 9.1 35.6 9 11.01.10 18.4  3.0 17.5  
022  EOX 1  27.08.09 0.5 8.4 15.8    
023  EOX 1  27.08.09 5 20 60    
024  EOX 1  27.08.09 13 8.4 2.6    
025  EOX 1  10.09.09 23.6 35.2 16.4    
026  EOX  1  19.10.09 n/a n/a n/a n/a n/a n/a  n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 
027  EOX 1  23.10.09 17.2 n/a n/a    
028  ECF 1  4/12/09 50.6 39.5 n/a    
029  EOX 1  12.01.10 44.8 10.8 n/a    
030  FOLFOX 1  11.01.10 27.6 20.6 19.6    
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Explanation to samples not obtained 
 002 – cycle 12 postponed till weekend as no bed so no trial staff available to take blood 
 003 – patient not available for 24 hour sample cycle 6. Completed chemotherapy. 
 004 – unwell, vomiting post cycle 3 so withdrew consent for that cycle 
 005 – sore vein from district nurse blood test  cycle 6– consented for pre and post from picc line but not 24 hour sample 
 * 007 – poor lymphocyte count pre cycle 4 as wrong bottles for serum used so blood mostly clotted 
 010 – withdrew consent – “too much hassle” 
 012 – consented for pre and post only. 
 009 – withdrew consent for subsequent cycles 
 019 – no study staff available for 24 hour 2 
 020 – cycle 1 not given on Thurs because delay in making treatment thus postponed to a Friday. Investigator away on Sat for 24 hour 
blood 
 021 – chemo started before blood sample taken so no pre sample available 
 026 – cannula wouldn’t bleed – withdrew consent 
 027 – 10 cannulation attempts – not for more samples cycle 1 but consider if has picc in future
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Table 45 DNA yield and purity of the DNA samples as determined by UV data obtained for the clinical samples of the patients in the pilot clinical study (n=30) 
   1st  Sampling 2nd  Sampling  3rd  Sampling
Patient, Time 
Point  Cycle 
Number of 
cells  DNA (µg/ml) 
Yield 
(µg)  Purity (%)  cycle  Number of cells DNA (µg/ml) 
Yield 
(µg)  Purity (%)  cycle  Number of cells DNA (µg/ml) 
Yield 
(µg)  Purity (%) 
1,Pre  1 2.20E+07  23.5  4.7 82 3 2.90E+07 243.9 24.4  88 N/a
1,1  1 1.20E+07  30.0  3.0 85 3 1.10E+07 230.4 23.0  89 N/a
1,24  1 1.45E+07  125.6  12.6 88 3 5.40E+06 179.7 18.0  89 N/a
2,Pre  6 7.80E+06  164.2  16.4 80 9 3.80E+07 46.7 4.7  85 N/a
2,1  6  5.00E+06  ‐  ‐  ‐  9  3.20E+07 4.3 0.4  60   N/a
2,24  6 1.13E+06  7.0  0.7 78 9 3.90E+07 9.6 1.0  72 N/a
3,Pre  4  1.07E+07  ‐  ‐  ‐  6  1.90E+07 322.5 32.3  89   N/a
3,1  4 6.40E+06  40.8  4.1 86 6 N/a N/a
3,24  4 4.30E+06  32.3  3.2 90 6 N/a N/a
4,Pre  1 1.50E+07  199.1  19.9 89 3 2.20E+07 111.2 11.1  87 4 2.52E+07 130.4 13.0 89
4,1  1 4.00E+06  66.0  6.6 91 3 N/a 4 7.50E+06 37.5 3.8 87
4,24  1 1.04E+07  104.2  10.4 85 3 N/a 4 1.17E+07 142.9 14.3 90
5,Pre  1 1.00E+07  1.6  0.5 79 6 1.34E+07 151.9 15.2  91 N/a
5,1  1 1.00E+07  2.3  0.8 58 6 1.12E+07 25.1 2.5  86 N/a
5,24  1 1.00E+07  1.3  0.4 76 6 N/a N/a
6,Pre  1 1.85E+07  6.0  0.6 80 N/a N/a
6,1  1 6.20E+06  19.0  1.9 80 N/a N/a
6,24  1 6.20E+06  15.0  1.5 85 N/a N/a
7,Pre  1 1.00E+07  24.2  2.4 79 4 1.20E+06 1.3 0.1  N/a
7,1  1 1.00E+07  25.9  2.6 79 4 4.10E+07 11.4 1.1  81 N/a
7,24  1 1.00E+07  98.5  9.9 84 4 1.72E+07 402.9 40.3  88 N/a
8,Pre  1 1.67E+07  181.4  18.1 84 N/a N/a
8,1  1 5.50E+06  12.9  1.3 83 N/a N/a
8,24  1 2.18E+07  197.3  19.7 89 N/a N/a
9,Pre  1 1.06E+07  207.5  20.8 81 N/a N/a
9,1  1 1.06E+07  104.5  10.4 77 N/a N/a
9,24  1 2.54E+07  55.0  5.5 85 N/a N/a
10,Pre  1 1.28E+07  280.5  28.1 92 N/a N/a
10,1  1 N/a N/a N/a
10,24  1 N/a N/a N/a
11,Pre  1 1.24E+07  264.2  26.4 86 3 3.00E+07 116.1 11.6  86 N/a
11,1  1 3.00E+07  10.2  1.0 81 3 1.60E+07 59.4 5.9  87 N/a
11,24  1 1.24E+07  248.1  24.8 89 3 1.34E+07 145.5 14.6  86 N/a
12,Pre  6 1.64E+07  153.1  15.3 85 N/a N/a
12,1  6 8.10E+06  117.2  11.7 85 N/a N/a
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12,24  6 N/a N/a N/a
13,Pre  1 1.00E+07  21.4  7.2 81 3 3.62E+07 10.3 3.0  74 N/a
13,1  1 1.00E+07  9.8  3.0 77 3 3.70E+07 7.7 2.5  74 N/a
13,24  1 1.00E+07  6.8  2.1 71 3 1.50E+07 8.8 2.8  79 N/a
14,Pre  1 2.00E+07  157.6  15.8 89 N/a N/a
14,1  1 1.31E+07  94.0  9.4 86 N/a N/a
14,24  1 1.79E+07  363.0  36.3 86 N/a N/a
15,Pre  1 1.14E+07  224.5  22.4 84 6 1.42E+07 167.4 16.7  74 N/a
15,1  1 1.03E+07  115.9  11.6 87 6 3.80E+06 1.3 0.1  87 N/a
15,24  1 1.81E+07  114.4  11.4 85 6 1.38E+07 73.9 7.4  86 N/a
16,Pre  1 1.00E+07  243.6  24.4 85 N/a N/a
16,1  1 1.00E+07  225.4  22.5 89 N/a N/a
16,24  1 1.00E+07  349.8  35.0 92 N/a N/a
17,Pre  1 2.66E+07  214.4  21.4 91 N/a N/a
17,1  1 8.40E+06  86.4  8.6 88 N/a N/a
17,24  1 3.10E+06  20.3  2.0 84 N/a N/a
18,Pre  1 1.00E+07  491.4  49.1 61 3 3.99E+07 391.5 39.2  90 N/a
18,1  1 1.00E+07  79.9  8.0 88 3 1.00E+07 148.0 14.8  88 N/a
18,24  1 1.00E+07  175.5  17.6 84 3 3.60E+07 119.4 11.9  88 N/a
19,Pre  1 1.80E+07  323.6  32.4 84 5 1.96E+07 57.7 5.8  88 N/a
19,1  1 1.50E+07  588.0  58.8 84 5 1.40E+07 31.7 3.2  85 N/a
19,24  1  7.70E+06  149.9  15.0 87 5  N/a         N/a
20,Pre  1 5.70E+07  311.4  31.1 91 3 3.08E+07 351.9 35.2  89 N/a
20,1  1  3.76E+07  66.5  6.6 85 3  N/a         N/a
20,24  1 N/a 3 2.46E+07 153.4 15.3  87 N/a
21,Pre  1 N/a 9 N/a N/a
21,1  1 9.10E+06  898.9  89.9 91 9 N/a N/a
21,24  1 3.56E+07  152.0  15.2 88 9 N/a N/a
22,Pre  1 5.00E+05  1.4  0.1 69 N/a N/a
22,1  1 8.40E+06  105.2  10.5 82 N/a N/a
22,24  1 1.58E+07  313.9  31.4 88 N/a N/a
23,Pre  1 5.00E+06  265.6  26.6 87 N/a N/a
23,1  1 2.00E+07  19.7  2.0 82 N/a N/a
23,24  1 6.00E+07  79.3  7.9 85 N/a N/a
24,Pre  1 1.30E+07  85.2  8.5 81 N/a N/a
24,1  1 8.40E+06  25.5  2.6 80 N/a N/a
24,24  1 2.60E+06  11.6  1.2 83 N/a N/a
25,Pre  1 1.00E+07  157.4  15.7 85 N/a N/a
25,1  1 1.00E+07  88.3  8.8 90 N/a N/a
25,24  1 1.00E+07  182.2  18.2 88.33 N/a N/a
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26,Pre  1 N/a N/a N/a
26,1  1 N/a N/a N/a
26,24  1 N/a N/a N/a
27,Pre  1 1.72E+07  598.7  59.9 89.33 N/a N/a
27,1  1 N/a N/a N/a
27,24  1 N/a    N/a    N/a
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Table 46 UV absorption data of the DNA extracted from clinical samples of the patients in the pilot clinical study 
(n=30) 
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 200 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
1, 1, Pre  1  1  0.642  0.433 23.7 4.74 1.482  82
1, 1, Pre  2  1  0.630  0.423 23.3 4.66 1.491  82
1, 1, Pre  3  1  0.636  0.429 23.5 4.70 1.483  82
Mean   0.636  0.428 23.5 4.70 1.485  82
Standard deviation  0.006  0.005 0.2 0.04 0.005  0
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
1, 1, 1  1  1  0.601  0.392 30.0 3.00 1.531  85
1, 1, 1  2  1  0.602  0.395 30.1 3.01 1.525  84
1, 1, 1  3  1  0.595  0.386 29.8 2.98 1.541  85
Mean   0.599  0.391 30.0 3.00 1.532  85
Standard deviation  0.004  0.005 0.2 0.02 0.008  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
1, 1, 24  1  10  0.251  0.157 125.3 12.53 1.596  88
1, 1, 24  2  10  0.251  0.159 125.7 12.57 1.584  88
1, 1, 24  3  10  0.252  0.157 125.9 12.59 1.609  89
Mean   0.251  0.158 125.6 12.56 1.596  88
Standard deviation  0.001  0.001 0.3 0.03 0.013  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
2, 1, Pre  1  20  0.157  0.106 156.9 15.69 1.485  82
2, 1, Pre  2  20  0.170  0.121 170.1 17.01 1.400  77
2, 1, Pre  3  20  0.166  0.114 165.6 16.56 1.451  80
Mean   0.164  0.114 164.2 16.42 1.445  80
Standard deviation  0.007  0.008 6.7 0.67 0.043  3
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
2, 1, 1  1  N/A   N/A  N/A N/A N/A N/A  N/A
2, 1, 1  2  N/A   N/A  N/A N/A N/A N/A  N/A
2, 1, 1  3  N/A   N/A  N/A N/A N/A N/A  N/A
Mean   #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!  #DIV/0!  #DIV/0!
Standard deviation  #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!  #DIV/0!  #DIV/0!
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
2, 1, 24  1  1  0.149  0.107 7.5 0.75 1.393  77
2, 1, 24  2  1  0.121  0.105 6.1 0.61 1.152  78
2, 1, 24  3  1  0.148  0.106 7.4 0.74 1.396  80
Mean   0.139  0.106 7.0 0.70 1.314  78
Standard deviation  0.016  0.001 0.8 0.08 0.140  2
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
3, 1, Pre  1  N/A   N/A  N/A N/A N/A N/A  N/A
3, 1, Pre  2  N/A   N/A  N/A N/A N/A N/A  N/A
3, 1, Pre  3  N/A   N/A  N/A N/A N/A N/A  N/A
Mean    N/A  N/A N/A N/A N/A  N/A
Standard deviation   N/A  N/A N/A N/A N/A  N/A
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
3, 1, 1  1  1  0.817  0.528 40.9 4.09 1.548  86
3, 1, 1  2  1  0.817  0.522 40.9 4.09 1.564  86
3, 1, 1  3  1  0.814  0.524 40.7 4.07 1.553  86
Mean   0.816  0.525 40.8 4.08 1.555  86
Standard deviation  0.002  0.003 0.1 0.01 0.008  0
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
3, 1, 24  1  1  0.872  0.537 32.3 3.23 1.623  90
3, 1, 24  2  1  0.873  0.538 32.3 3.23 1.621  90
3, 1, 24  3  1  0.869  0.533 32.2 3.22 1.630  90
Mean   0.871  0.536 32.3 3.23 1.625  90
Standard deviation  0.002  0.003 0.1 0.01 0.005  0
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
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4, 1, Pre  1  20  0.195  0.121 195.5 19.55 1.621  90
4, 1, Pre  2  20  0.199  0.124 199.5 19.95 1.607  89
4, 1, Pre  3  20  0.202  0.126 202.4 20.24 1.604  89
Mean   0.199  0.124 199.1 19.91 1.611  89
Standard deviation  0.004  0.003 3.5 0.35 0.009  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
4, 1, 1  1  10  0.175  0.107 64.9 6.49 1.638  91
4, 1, 1  2  10  0.182  0.111 67.3 6.73 1.634  90
4, 1, 1  3  10  0.178  0.108 65.9 6.59 1.649  91
Mean   0.178  0.109 66.0 6.60 1.640  91
Standard deviation  0.004  0.002 1.2 0.12 0.008  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
4, 1, 24  1  10  0.207  0.134 103.5 10.35 1.543  85
4, 1, 24  2  10  0.208  0.134 103.8 10.38 1.554  86
4, 1, 24  3  10  0.211  0.141 105.4 10.54 1.495  83
Mean   0.209  0.136 104.2 10.42 1.531  85
Standard deviation  0.002  0.004 1.0 0.10 0.031  2
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for ~400 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
5, 1, Pre  1  1  0.034  0.029 1.7 0.49 1.172  85
5, 1, Pre  2  1  0.034  0.023 1.7 0.49 1.479  82
5, 1, Pre  3  1  0.030  0.024 1.5 0.43 1.247  69
Mean   0.033  0.025 1.6 0.47 1.299  79
Standard deviation  0.002  0.003 0.1 0.03 0.160  9
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 400 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
5, 1, 1  1  1  0.045  0.045 2.2 0.76 1.007  65
5, 1, 1  2  1  0.051  0.056 2.5 0.86 0.915  50
5, 1, 1  3  1  0.042  0.039 2.1 0.72 1.071  59
Mean   0.046  0.047 2.3 0.78 0.998  58
Standard deviation  0.005  0.009 0.2 0.07 0.078  8
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 400 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
5, 1, 24  1  1  0.026  0.017 1.3 0.40 1.534  85
5, 1, 24  2  1  0.027  0.020 1.3 0.40 1.306  72
5, 1, 24  3  1  0.026  0.021 1.3 0.40 1.280  71
Mean   0.026  0.019 1.3 0.40 1.373  76
Standard deviation  0.001  0.002 0.0 0.00 0.140  8
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
6, 1, Pre  1  1  0.120  0.114 6.0 0.60 1.044  79
6, 1, Pre  2  1  0.116  0.106 5.8 0.58 1.094  80
6, 1, Pre  3  1  0.125  0.116 6.2 0.62 1.081  80
Mean   0.120  0.112 6.0 0.60 1.073  80
Standard deviation  0.005  0.005 0.2 0.02 0.026  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
6, 1, 1  1  1  0.381  0.264 19.0 1.90 1.441  80
6, 1, 1  2  1  0.373  0.256 18.7 1.87 1.459  81
6, 1, 1  3  1  0.383  0.268 19.2 1.92 1.428  80
Mean   0.379  0.263 19.0 1.90 1.443  80
Standard deviation  0.005  0.006 0.3 0.03 0.016  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
6, 1, 24  1  1  0.287  0.187 14.4 1.44 1.536  85
6, 1, 24  2  1  0.304  0.197 15.2 1.52 1.542  85
6, 1, 24  3  1  0.309  0.200 15.4 1.54 1.545  85
Mean   0.300  0.195 15.0 1.50 1.541  85
Standard deviation  0.012  0.007 0.5 0.05 0.005  0
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
7, 1, pre  1  1  0.485  0.339 24.3 2.43 1.431  79
7, 1, pre  2  1  0.486  0.338 24.3 2.43 1.438  79
7, 1, pre  3  1  0.482  0.336 24.1 2.41 1.434  79
Mean   0.484  0.338 24.2 2.42 1.434  79
Standard deviation  0.002  0.002 0.1 0.01 0.004  0
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Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
7, 1, 1  1  1  0.528  0.375 26.4 2.64 1.406  78
7, 1, 1  2  1  0.516  0.364 25.8 2.58 1.419  78
7, 1, 1  3  1  0.508  0.352 25.4 2.54 1.442  80
Mean   0.517  0.364 25.9 2.59 1.422  79
Standard deviation  0.010  0.012 0.5 0.05 0.018  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
7, 1, 24  1  1  1.975  1.314 98.8 9.88 1.504  83
7, 1, 24  2  1  1.995  1.291 99.8 9.98 1.514  84
7, 1, 24  3  1  1.942  1.283 97.1 9.71 1.514  84
Mean   1.971  1.296 98.5 9.85 1.511  84
Standard deviation  0.027  0.016 1.3 0.13 0.006  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
8, 1, Pre  1  20  0.180  0.119 180.2 18.02 1.515  84
8, 1, Pre  2  20  0.176  0.117 176.3 17.63 1.502  83
8, 1, Pre  3  20  0.188  0.122 187.7 18.77 1.536  85
Mean   0.181  0.119 181.4 18.14 1.518  84
Standard deviation  0.006  0.003 5.8 0.58 0.017  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
8, 1, 1  1  1  0.267  0.182 13.4 1.34 1.466  81
8, 1, 1  2  1  0.255  0.170 12.7 1.27 1.495  83
8, 1, 1  3  1  0.249  0.164 12.5 1.25 1.520  84
Mean   0.257  0.172 12.9 1.29 1.494  83
Standard deviation  0.009  0.009 0.5 0.05 0.027  2
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
8, 1, 24  1  20  0.268  0.164 198.0 19.80 1.629  90
8, 1, 24  2  20  0.265  0.164 196.0 19.60 1.616  89
8, 1, 24  3  20  0.267  0.167 197.9 19.79 1.601  88
Mean   0.267  0.165 197.3 19.73 1.615  89
Standard deviation  0.002  0.002 1.1 0.11 0.014  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
9, 1, Pre  1  20  0.209  0.145 208.7 20.87 1.435  79
9, 1, Pre  2  20  0.209  0.142 208.7 20.87 1.468  81
9, 1, Pre  3  20  0.205  0.139 205.1 20.51 1.480  82
Mean   0.208  0.142 207.5 20.75 1.461  81
Standard deviation  0.002  0.003 2.1 0.21 0.023  2
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
9, 1, 1  1  5  0.419  0.303 104.7 10.47 1.381  76
9, 1, 1  2  5  0.428  0.307 106.9 10.69 1.394  77
9, 1, 1  3  5  0.407  0.291 101.8 10.18 1.399  77
Mean   0.418  0.300 104.5 10.45 1.391  77
Standard deviation  0.011  0.008 2.6 0.26 0.009  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
9, 1, 24  1  5  0.316  0.204 58.5 5.85 1.548  85
9, 1, 24  2  5  0.291  0.194 53.9 5.39 1.504  83
9, 1, 24  3  5  0.284  0.183 52.6 5.26 1.556  86
Mean   0.297  0.194 55.0 5.50 1.536  85
Standard deviation  0.017  0.011 3.1 0.31 0.028  2
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
10, 1, Pre  1  20  0.277  0.165 277.0 27.70 1.675  93
10, 1, Pre  2  20  0.280  0.167 279.8 27.98 1.674  93
10, 1, Pre  3  20  0.285  0.176 284.7 28.47 1.616  89
Mean   0.281  0.169 280.5 28.05 1.655  92
Standard deviation  0.004  0.006 3.9 0.39 0.034  2
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
11, 1, Pre  1  20  0.258  0.163 258.2 25.8 1.581  87
11, 1, Pre  2  20  0.271  0.175 270.5 27.1 1.545  85
11, 1, Pre  3  20  0.264  0.168 264.0 26.4 1.573  87
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Mean   0.264  0.169 264.2 26.4 1.566  86
Standard deviation  0.007  0.006 6.2 0.6 0.019  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
11, 1, 1  1  1  0.284  0.198 10.5 1.1 1.435  79
11, 1, 1  2  1  0.270  0.180 10.0 1.0 1.502  83
11, 1, 1  3  1  0.272  0.186 10.1 1.0 1.466  81
Mean   0.275  0.188 10.2 1.0 1.468  81
Standard deviation  0.008  0.009 0.3 0.0 0.034  2
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
11, 1, 24  1  20  0.247  0.154 246.9 24.7 1.607  89
11, 1, 24  2  20  0.248  0.153 248.1 24.8 1.619  89
11, 1, 24  3  20  0.249  0.154 249.4 24.9 1.624  90
Mean   0.248  0.154 248.1 24.8 1.617  89
Standard deviation  0.001  0.001 1.3 0.1 0.009  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
12, 1, Pre  1  20  0.153  0.097 153.3 15.3 1.575  87
12, 1, Pre  2  20  0.153  0.099 153.1 15.3 1.542  85
12, 1, Pre  3  20  0.153  0.100 152.9 15.3 1.528  84
Mean   0.153  0.099 153.1 15.3 1.548  85
Standard deviation  0.000  0.002 0.2 0.0 0.024  2
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
12, 1, 1  1  10  0.238  0.157 119.1 11.9 1.519  84
12, 1, 1  2  10  0.233  0.148 116.3 11.6 1.573  87
12, 1, 1  3  10  0.232  0.151 116.1 11.6 1.543  85
Mean   0.234  0.152 117.2 11.7 1.545  85
Standard deviation  0.003  0.005 1.7 0.2 0.027  2
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for ~400 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
13, 1, Pre  1  1  0.430  0.295 21.5 7.28 1.458  80
13, 1, Pre  2  1  0.430  0.288 21.5 7.28 1.492  82
13, 1, Pre  3  1  0.425  0.288 21.3 7.19 1.475  81
Mean   0.428  0.290 21.4 7.25 1.475  81
Standard deviation  0.003  0.004 0.1 0.05 0.017  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for ~400 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
13, 1, 1  1  1  0.196  0.143 9.8 3.05 1.373  76
13, 1, 1  2  1  0.196  0.141 9.8 3.05 1.386  77
13, 1, 1  3  1  0.193  0.138 9.7 3.01 1.395  77
Mean   0.195  0.141 9.8 3.04 1.385  77
Standard deviation  0.002  0.003 0.1 0.03 0.011  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for ~400 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
13, 1, 24  1  1  0.162  0.133 8.1 2.54 1.220  67
13, 1, 24  2  1  0.134  0.102 6.7 2.10 1.315  73
13, 1, 24  3  1  0.110  0.084 5.5 1.72 1.315  73
Mean   0.135  0.106 6.8 2.12 1.283  71
Standard deviation  0.026  0.025 1.3 0.41 0.055  3
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
14, 1, Pre  1  20  0.218  0.138 161.3 16.1 1.577  87
14, 1, Pre  2  20  0.212  0.132 157.1 15.7 1.609  89
14, 1, Pre  3  20  0.209  0.125 154.5 15.5 1.668  92
Mean   0.213  0.132 157.6 15.8 1.618  89
Standard deviation  0.005  0.007 3.4 0.3 0.046  3
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
14, 1, 1  1  10  0.186  0.120 92.8 9.3 1.542  88
14, 1, 1  2  10  0.186  0.122 93.2 9.3 1.529  86
14, 1, 1  3  10  0.192  0.128 96.1 9.6 1.507  85
Mean   0.188  0.123 94.0 9.4 1.526  86
Standard deviation  0.003  0.004 1.8 0.2 0.018  2
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
14, 1, 24  1  10  0.704  0.466 352.2 35.2 1.511  87
209 
 
14, 1, 24  2  10  0.680  0.430 340.0 34.0 1.580  87
14, 1, 24  3  10  0.794  0.513 396.8 39.7 1.547  85
Mean   0.726  0.470 363.0 36.3 1.546  86
Standard deviation  0.060  0.042 29.9 3.0 0.035  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
15, 1, Pre  1  10  0.461  0.302 230.6 23.1 1.528  84
15, 1, Pre  2  10  0.424  0.276 212.0 21.2 1.535  85
15, 1, Pre  3  10  0.462  0.302 230.8 23.1 1.529  84
Mean   0.449  0.293 224.5 22.4 1.531  84
Standard deviation  0.022  0.015 10.8 1.1 0.004  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
15, 1, 1  1  5  0.472  0.304 117.9 11.8 1.549  86
15, 1, 1  2  5  0.462  0.295 115.6 11.6 1.569  87
15, 1, 1  3  5  0.457  0.290 114.3 11.4 1.577  87
Mean   0.464  0.296 115.9 11.6 1.565  87
Standard deviation  0.008  0.007 1.8 0.2 0.014  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
15, 1, 24  1  10  0.220  0.141 109.8 11.0 1.561  86
15, 1, 24  2  10  0.222  0.142 111.2 11.1 1.561  86
15, 1, 24  3  10  0.244  0.161 122.2 12.2 1.520  84
Mean   0.229  0.148 114.4 11.4 1.547  85
Standard deviation  0.013  0.011 6.8 0.7 0.024  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
16, 1, Pre  1  20  0.244  0.158 244.2 24.42 1.543  85
16, 1, Pre  2  20  0.243  0.158 243.0 24.30 1.537  85
16, 1, Pre  3  20  0.244  0.159 243.6 24.36 1.534  85
Mean   0.244  0.158 243.6 24.36 1.538  85
Standard deviation  0.001  0.001 0.6 0.06 0.005  0
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
16, 1, 1  1  20  0.223  0.140 223.1 22.31 1.598  88
16, 1, 1  2  20  0.225  0.140 224.8 22.48 1.602  89
16, 1, 1  3  20  0.228  0.138 228.3 22.83 1.649  91
Mean   0.225  0.139 225.4 22.54 1.616  89
Standard deviation  0.003  0.001 2.7 0.27 0.028  2
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
16, 1, 24  1  20  0.350  0.204 350.3 35.03 1.716  95
16, 1, 24  2  20  0.351  0.213 350.7 35.07 1.644  91
16, 1, 24  3  20  0.348  0.212 348.3 34.83 1.640  91
Mean   0.350  0.210 349.8 34.98 1.667  92
Standard deviation  0.002  0.005 1.3 0.13 0.043  2
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
17, 1, Pre  1  20  0.288  0.175 212.8 21.3 1.646  91
17, 1, Pre  2  20  0.292  0.180 215.9 21.6 1.623  90
17, 1, Pre  3  20  0.290  0.177 214.6 21.5 1.640  91
Mean   0.290  0.177 214.4 21.4 1.636  91
Standard deviation  0.002  0.003 1.6 0.2 0.012  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
17, 1, 1  1  5  0.348  0.220 87.1 8.7 1.583  87
17, 1, 1  2  5  0.345  0.218 86.2 8.6 1.583  87
17, 1, 1  3  5  0.344  0.214 86.0 8.6 1.608  89
Mean   0.346  0.217 86.4 8.6 1.591  88
Standard deviation  0.002  0.003 0.6 0.1 0.014  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
17, 1, 24  1  1  0.572  0.396 21.2 2.1 1.445  80
17, 1, 24  2  1  0.535  0.347 19.8 2.0 1.543  85
17, 1, 24  3  1  0.540  0.349 20.0 2.0 1.548  86
Mean   0.549  0.364 20.3 2.0 1.512  84
Standard deviation  0.020  0.028 0.8 0.1 0.058  3
Sample  Reading  DF  Absorbance  at  λ  Absorbance  at  λ  DNA  Yield  (µg)  Ratio  Purity 
210 
 
No.  = 260 nm = 280 nm (µg/ml) for 100 µl  (%)
18, 1, Pre  1  20  0.477  0.426 476.8 47.68 1.119  62
18, 1, Pre  2  20  0.518  0.478 517.6 51.76 1.082  60
18, 1, Pre  3  20  0.480  0.433 479.7 47.97 1.108  61
Mean   0.492  0.446 491.4 49.14 1.103  61
Standard deviation  0.023  0.028 22.8 2.28 0.019  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
18, 1, 1  1  20  0.083  0.052 80.4 8.04 1.558  86
18, 1, 1  2  20  0.077  0.046 77.5 7.75 1.677  93
18, 1, 1  3  20  0.082  0.052 81.8 8.18 1.559  86
Mean   0.081  0.050 79.9 7.99 1.598  88
Standard deviation  0.003  0.003 2.2 0.22 0.068  4
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
18, 1, 24  1  20  0.177  0.116 177.2 17.72 1.526  84
18, 1, 24  2  20  0.173  0.111 172.8 17.28 1.553  86
18, 1, 24  3  20  0.177  0.117 176.6 17.66 1.503  83
Mean   0.176  0.115 175.5 17.55 1.527  84
Standard deviation  0.002  0.003 2.4 0.24 0.025  2
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
19, 1, Pre  1  20  0.326  0.213 326.3 32.6 1.529  84
19, 1, Pre  2  20  0.320  0.212 320.3 32.0 1.514  84
19, 1, Pre  3  20  0.324  0.212 324.3 32.4 1.533  85
Mean   0.323  0.212 323.6 32.4 1.525  84
Standard deviation  0.003  0.001 3.1 0.3 0.010  1
  
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
19, 1, 1  1  20  0.547  0.379 547.1 54.7 1.444  82
19, 1, 1  2  20  0.639  0.396 639.5 64.0 1.613  89
19, 1, 1  3  20  0.577  0.393 577.3 57.7 1.468  81
Mean   0.588  0.389 588.0 58.8 1.508  84
Standard deviation  0.047  0.009 47.1 4.7 0.091  4
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
19, 1, 24  1  20  0.153  0.100 152.8 15.3 1.532  85
19, 1, 24  2  20  0.147  0.094 146.8 14.7 1.563  86
19, 1, 24  3  20  0.154  0.101 150.2 15.0 1.530  91
Mean   0.151  0.098 149.9 15.0 1.542  87
Standard deviation  0.004  0.004 3.0 0.3 0.019  3
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 200 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
20, 1, Pre  1  20  0.389  0.239 287.6 28.8 1.626  90
20, 1, Pre  2  20  0.414  0.249 306.3 30.6 1.660  92
20, 1, Pre  3  20  0.460  0.283 340.2 34.0 1.624  90
Mean   0.421  0.257 311.4 31.1 1.637  91
Standard deviation  0.036  0.023 26.7 2.7 0.020  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
20, 1, 1  1  5  0.364  0.240 67.4 6.7 1.519  84
20, 1, 1  2  5  0.358  0.233 66.3 6.6 1.535  85
20, 1, 1  3  5  0.355  0.229 65.7 6.6 1.553  86
Mean   0.359  0.234 66.5 6.6 1.536  85
Standard deviation  0.005  0.006 0.9 0.1 0.017  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
21, 1, 1  1  20  0.850  0.516 850.4 85.0 1.649  91
21, 1, 1  2  20  0.924  0.557 923.6 92.4 1.657  92
21, 1, 1  3  20  0.923  0.561 922.6 92.3 1.646  91
Mean   0.899  0.545 898.9 89.9 1.651  91
Standard deviation  0.042  0.025 42.0 4.2 0.006  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
21, 1, 24  1  20  0.211  0.130 156.3 15.6 1.620  90
21, 1, 24  2  20  0.203  0.131 150.5 15.1 1.553  86
21, 1, 24  3  20  0.202  0.129 149.2 14.9 1.567  87
211 
 
Mean   0.205  0.130 152.0 15.2 1.580  88
Standard deviation  0.005  0.001 3.8 0.4 0.035  2
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
22, 1, Pre  1  1  0.040  0.032 1.5 0.2 1.237  68
22, 1, Pre  2  1  0.034  0.027 1.2 0.1 1.229  68
22, 1, Pre  3  1  0.037  0.029 1.4 0.1 1.263  70
Mean   0.037  0.029 1.4 0.1 1.243  69
Standard deviation  0.003  0.003 0.2 0.0 0.018  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
22, 1, 1  1  10  0.212  0.148 106.1 10.6 1.437  82
22, 1, 1  2  10  0.211  0.148 105.5 10.6 1.423  83
22, 1, 1  3  10  0.208  0.144 103.9 10.4 1.441  82
Mean   0.210  0.147 105.2 10.5 1.434  82
Standard deviation  0.002  0.002 1.1 0.1 0.009  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
22, 1, 24  1  20  0.304  0.192 304.2 30.4 1.584  87
22, 1, 24  2  20  0.299  0.187 298.5 29.9 1.594  88
22, 1, 24  3  20  0.339  0.211 338.9 33.9 1.604  89
Mean   0.314  0.197 313.9 31.4 1.594  88
Standard deviation  0.022  0.013 21.9 2.2 0.010  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
23, 1, Pre  1  20  0.262  0.166 261.8 26.18 1.576  87
23, 1, Pre  2  20  0.243  0.151 242.8 24.28 1.613  89
23, 1, Pre  3  20  0.292  0.190 292.2 29.22 1.535  85
Mean   0.266  0.169 265.6 26.56 1.575  87
Standard deviation  0.025  0.020 24.9 2.49 0.039  2
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
23, 1, 1  1  1  0.564  0.390 20.9 2.09 1.448  80
23, 1, 1  2  1  0.524  0.348 19.4 1.94 1.508  83
23, 1, 1  3  1  0.512  0.340 18.9 1.89 1.506  83
Mean   0.533  0.359 19.7 1.97 1.487  82
Standard deviation  0.027  0.027 1.0 0.10 0.034  2
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
23, 1, 24  1  10  0.217  0.144 80.3 8.03 1.510  83
23, 1, 24  2  10  0.214  0.138 79.2 7.92 1.549  86
23, 1, 24  3  10  0.212  0.137 78.4 7.84 1.548  85
Mean   0.214  0.140 79.3 7.93 1.536  85
Standard deviation  0.003  0.004 1.0 0.10 0.022  2
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
24, 1, Pre  1  10  0.168  0.131 84.0 8.4 1.282  81
24, 1, Pre  2  10  0.173  0.135 86.5 8.7 1.285  81
24, 1, Pre  3  10  0.170  0.135 85.2 8.5 1.260  80
Mean   0.170  0.134 85.2 8.5 1.276  81
Standard deviation  0.003  0.002 1.3 0.1 0.014  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
24, 1, 1  1  1  0.524  0.363 26.2 2.6 1.442  80
24, 1, 1  2  1  0.506  0.350 25.3 2.5 1.448  80
24, 1, 1  3  1  0.500  0.344 25.0 2.5 1.452  80
Mean   0.510  0.352 25.5 2.6 1.447  80
Standard deviation  0.012  0.010 0.6 0.1 0.005  0
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
24, 1, 24  1  1  0.320  0.214 11.8 1.2 1.493  82
24, 1, 24  2  1  0.313  0.211 11.6 1.2 1.484  82
24, 1, 24  3  1  0.309  0.199 11.4 1.1 1.555  86
Mean   0.314  0.208 11.6 1.2 1.511  83
Standard deviation  0.006  0.008 0.2 0.0 0.039  2
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
25, 1, Pre  1  20  0.157  0.103 156.5 15.65 1.521  84
212 
 
25, 1, Pre  2  20  0.156  0.104 158.9 15.89 1.532  85
25, 1, Pre  3  20  0.157  0.101 156.9 15.69 1.558  86
Mean   0.157  0.103 157.4 15.74 1.537  85
Standard deviation  0.001  0.002 1.3 0.13 0.019  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
25, 1, 1  1  20  0.090  0.058 90.4 9.04 1.555  86
25, 1, 1  2  20  0.085  0.049 85.3 8.53 1.730  96
25, 1, 1  3  20  0.089  0.055 89.1 8.91 1.607  89
Mean   0.088  0.054 88.3 8.83 1.631  90
Standard deviation  0.003  0.005 2.7 0.27 0.090  5
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
25, 1, 24  1  20  0.181  0.112 180.8 18.08 1.611  89
25, 1, 24  2  20  0.183  0.115 183.1 18.31 1.589  88
25, 1, 24  3  20  0.183  0.115 182.8 18.28 1.588  88
Mean   0.182  0.114 182.2 18.22 1.596  88
Standard deviation  0.001  0.002 1.3 0.13 0.013  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
27, 1, Pre  1  20  0.592  0.362 591.7 59.2 1.633  90
27, 1, Pre  2  20  0.597  0.369 596.8 59.7 1.616  89
27, 1, Pre  3  20  0.608  0.379 607.7 60.8 1.604  89
Mean   0.599  0.370 598.7 59.9 1.618  89
Standard deviation  0.008  0.009 8.2 0.8 0.015  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
1, 2, Pre  1  20  0.325  0.202 240.8 24.08 1.614  89
1, 2, Pre  2  20  0.333  0.212 246.6 24.66 1.576  87
1, 2, Pre  3  20  0.330  0.208 244.3 24.43 1.589  88
Mean   0.329  0.207 243.9 24.39 1.593  88
Standard deviation  0.004  0.005 2.9 0.29 0.019  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
1, 2, 1  1  20  0.230  0.143 230.5 23.05 1.608  89
1, 2, 1  2  20  0.232  0.144 231.9 23.19 1.611  89
1, 2, 1  3  20  0.229  0.143 228.9 22.89 1.601  88
Mean   0.230  0.143 230.4 23.04 1.607  89
Standard deviation  0.002  0.001 1.5 0.15 0.005  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
1, 2, 24  1  20  0.182  0.115 182.5 18.25 1.582  87
1, 2, 24  2  20  0.177  0.108 176.8 17.68 1.635  90
1, 2, 24  3  20  0.180  0.110 179.7 17.97 1.636  90
Mean   0.180  0.111 179.7 17.97 1.618  89
Standard deviation  0.003  0.004 2.9 0.29 0.031  2
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
2, 2, Pre  1  5  0.254  0.169 47.0 4.70 1.508  83
2, 2, Pre  2  5  0.253  0.163 46.8 4.68 1.551  86
2, 2, Pre  3  5  0.250  0.160 46.3 4.63 1.568  87
Mean   0.252  0.164 46.7 4.67 1.542  85
Standard deviation  0.002  0.005 0.4 0.04 0.031  2
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
2, 2, 1  1  1  0.146  0.138 5.4 0.54 1.060  58
2, 2, 1  2  1  0.113  0.101 4.2 0.42 1.119  62
2, 2, 1  3  1  0.087  0.079 3.2 0.32 1.098  61
Mean   0.115  0.106 4.3 0.43 1.092  60
Standard deviation  0.030  0.030 1.1 0.11 0.030  2
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
2, 2, 24  1  1  0.226  0.170 8.4 0.84 1.336  74
2, 2, 24  2  1  0.311  0.244 11.5 1.15 1.275  70
2, 2, 24  3  1  0.243  0.184 9.0 0.90 1.322  73
Mean   0.260  0.199 9.6 0.96 1.311  72
Standard deviation  0.045  0.039 1.6 0.16 0.032  2
Sample  Reading  DF  Absorbance  at  λ  Absorbance  at  λ  DNA  Yield  (µg)  Ratio  Purity 
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No.  = 260 nm = 280 nm (µg/ml) for 100 µl  (%)
3, 2, Pre  1  20  0.284  0.180 283.7 28.37 1.572  87
3, 2, Pre  2  20  0.331  0.201 331.0 33.10 1.647  91
3, 2, Pre  3  20  0.353  0.222 352.9 35.29 1.590  88
Mean   0.323  0.201 322.5 32.25 1.603  89
Standard deviation  0.035  0.021 35.4 3.54 0.039  2
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
4, 2, Pre  1  10  0.299  0.190 110.5 11.05 1.576  87
4, 2, Pre  2  10  0.302  0.191 111.6 11.16 1.581  87
4, 2, Pre  3  10  0.302  0.191 111.6 11.16 1.575  87
Mean   0.301  0.191 111.2 11.12 1.577  87
Standard deviation  0.002  0.001 0.6 0.06 0.003  0
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
5, 2, Pre  1  20  0.203  0.123 150.1 15.01 1.652  91
5, 2, Pre  2  20  0.208  0.127 154.1 15.41 1.636  90
5, 2, Pre  3  20  0.205  0.124 151.4 15.14 1.652  91
Mean   0.205  0.125 151.9 15.19 1.647  91
Standard deviation  0.003  0.002 2.0 0.20 0.009  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
5, 2, 1  1  1  0.696  0.451 25.7 2.57 1.543  85
5, 2, 1  2  1  0.670  0.427 24.8 2.48 1.570  87
5, 2, 1  3  1  0.671  0.428 24.8 2.48 1.568  87
Mean   0.679  0.435 25.1 2.51 1.560  86
Standard deviation  0.015  0.014 0.5 0.05 0.015  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
7, 2, Pre  1  1  0.025  0.022 1.3 0.13 1.136 
7, 2, Pre  2 
7, 2, Pre  3          
Mean   0.025  0.022 1.3 0.13 1.136  #DIV/0!
Standard deviation  #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!  #DIV/0!  #DIV/0!
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
7, 2, 1  1  1  0.313  0.219 11.6 1.16 1.428  79
7, 2, 1  2  1  0.310  0.211 11.5 1.15 1.470  81
7, 2, 1  3  1  0.303  0.205 11.2 1.12 1.479  82
Mean   0.309  0.212 11.4 1.14 1.459  81
Standard deviation  0.005  0.007 0.2 0.02 0.027  2
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
7, 2, 24  1  20  0.357  0.224 357.0 35.70 1.597  88
7, 2, 24  2  20  0.428  0.269 428.4 42.84 1.592  88
7, 2, 24  3  20  0.423  0.263 423.2 42.32 1.602  89
Mean   0.403  0.252 402.9 40.29 1.597  88
Standard deviation  0.040  0.024 39.8 3.98 0.005  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
11, 2, Pre  1  20  0.156  0.102 115.5 11.55 1.532  85
11, 2, Pre  2  20  0.157  0.101 116.5 11.65 1.560  86
11, 2, Pre  3  20  0.157  0.099 116.4 11.64 1.587  88
Mean   0.157  0.101 116.1 11.61 1.560  86
Standard deviation  0.001  0.002 0.6 0.06 0.028  2
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
11, 2, 1  1  5  0.326  0.208 60.2 6.02 1.563  86
11, 2, 1  2  5  0.320  0.200 59.1 5.91 1.595  88
11, 2, 1  3  5  0.318  0.199 58.8 5.88 1.594  88
Mean   0.321  0.202 59.4 5.94 1.584  87
Standard deviation  0.004  0.005 0.7 0.07 0.018  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
11, 2, 24  1  10  0.414  0.275 153.3 15.33 1.509  83
11, 2, 24  2  10  0.386  0.247 142.8 14.28 1.562  86
11, 2, 24  3  10  0.379  0.238 140.4 14.04 1.592  88
Mean   0.393  0.253 145.5 14.55 1.554  86
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Standard deviation  0.019  0.019 6.9 0.69 0.042  3
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for ~400 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
13, 2, pre  1  1  0.220  0.165 11.0 3.19 1.338  74
13, 2, pre  2  1  0.205  0.157 10.3 2.98 1.304  72
13, 2, pre  3  1  0.190  0.138 9.5 2.76 1.373  76
Mean   0.205  0.153 10.3 2.98 1.338  74
Standard deviation  0.015  0.014 0.8 0.22 0.035  2
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for ~400 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
13, 2, 1  1  1  0.165  0.129 8.3 2.68 1.288  71
13, 2, 1  2  1  0.150  0.108 7.5 2.43 1.389  77
13, 2, 1  3  1  0.144  0.107 7.2 2.34 1.339  74
Mean   0.153  0.115 7.7 2.48 1.339  74
Standard deviation  0.011  0.012 0.5 0.18 0.051  3
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for ~400 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
13, 2, 24  1  1  0.181  0.129 9.1 2.87 1.339  77
13, 2, 24  2  1  0.176  0.123 8.8 2.79 1.434  79
13, 2, 24  3  1  0.169  0.113 8.5 2.68 1.490  82
Mean   0.175  0.122 8.8 2.78 1.421  79
Standard deviation  0.006  0.008 0.3 0.10 0.076  3
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
15, 2, Pre  1  20  0.231  0.172 171.3 17.13 1.346  74
15, 2, Pre  2  20  0.242  0.179 178.9 17.89 1.349  74
15, 2, Pre  3  20  0.206  0.152 152.1 15.21 1.348  74
Mean   0.226  0.168 167.4 16.74 1.348  74
Standard deviation  0.018  0.014 13.8 1.38 0.002  0
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
15, 2, 1  1  1  0.038  0.027 1.4 0.14 1.446  80
15, 2, 1  2  1  0.034  0.021 1.3 0.13 1.639  91
15, 2, 1  3  1  0.034  0.021 1.3 0.13 1.639  90
Mean   0.035  0.023 1.3 0.13 1.575  87
Standard deviation  0.002  0.003 0.1 0.01 0.111  6
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
15, 2, 24  1  5  0.408  0.267 75.5 7.55 1.530  84
15, 2, 24  2  5  0.398  0.252 73.6 7.36 0.158  87
15, 2, 24  3  5  0.392  0.247 72.5 7.25 1.586  88
Mean   0.399  0.255 73.9 7.39 1.091  86
Standard deviation  0.008  0.010 1.5 0.15 0.809  2
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
18, 2, Pre  1  20  0.534  0.326 395.0 39.50 1.637  90
18, 2, Pre  2  20  0.530  0.326 392.2 39.22 1.624  90
18, 2, Pre  3  20  0.524  0.325 387.4 38.74 1.613  89
Mean   0.529  0.326 391.5 39.15 1.625  90
Standard deviation  0.005  0.001 3.8 0.38 0.012  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
18, 2, 1  1  20  0.199  0.126 147.4 14.74 1.578  87
18, 2, 1  2  20  0.194  0.122 143.4 14.34 1.590  88
18, 2, 1  3  20  0.207  0.128 153.1 15.31 1.611  89
Mean   0.200  0.125 148.0 14.80 1.593  88
Standard deviation  0.007  0.003 4.9 0.49 0.017  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
18, 2, 24  1  20  0.165  0.105 122.3 12.23 1.569  87
18, 2, 24  2  20  0.159  0.099 117.9 11.79 1.617  89
18, 2, 24  3  20  0.159  0.099 118.0 11.80 1.617  89
Mean   0.161  0.101 119.4 11.94 1.601  88
Standard deviation  0.003  0.003 2.5 0.25 0.028  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
19, 2, Pre  1  5  0.312  0.197 57.7 5.77 1.585  88
19, 2, Pre  2  5  0.310  0.193 57.4 5.74 1.605  89
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19, 2, Pre  3  5  0.314  0.198 58.0 5.80 1.582  87
Mean   0.312  0.196 57.7 5.77 1.591  88
Standard deviation  0.002  0.003 0.3 0.03 0.013  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
19, 2, 1  1  5  0.174  0.116 32.1 3.21 1.494  82
19, 2, 1  2  5  0.170  0.106 31.4 3.14 1.602  88
19, 2, 1  3  5  0.171  0.112 31.6 3.16 1.562  84
Mean   0.172  0.111 31.7 3.17 1.553  85
Standard deviation  0.002  0.005 0.4 0.04 0.055  3
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
20, 2, Pre  1  20  0.472  0.294 349.5 34.95 1.606  89
20, 2, Pre  2  20  0.475  0.294 351.4 35.14 1.617  89
20, 2, Pre  3  20  0.479  0.296 354.7 35.47 1.617  89
Mean   0.475  0.295 351.9 35.19 1.613  89
Standard deviation  0.004  0.001 2.6 0.26 0.006  0
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
20, 2, 24  1  20  0.214  0.138 158.0 15.80 1.548  85
20, 2, 24  2  20  0.205  0.130 151.9 15.19 1.578  87
20, 2, 24  3  20  0.203  0.128 150.4 15.04 1.586  88
Mean   0.207  0.132 153.4 15.34 1.571  87
Standard deviation  0.006  0.005 4.0 0.40 0.020  2
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
4, 3, Pre  1  20  0.177  0.110 131.1 13.11 1.609  89
4, 3, Pre  2  20  0.178  0.112 131.4 13.14 1.592  88
4, 3, Pre  3  20  0.174  0.107 128.8 12.88 1.630  90
Mean   0.176  0.110 130.4 13.04 1.610  89
Standard deviation  0.002  0.003 1.4 0.14 0.019  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
4, 3, 1  1  5  0.205  0.132 38.0 3.80 1.550  86
4, 3, 1  2  5  0.201  0.129 37.2 3.72 1.557  86
4, 3, 1  3  5  0.201  0.127 37.3 3.73 1.586  88
Mean   0.202  0.129 37.5 3.75 1.564  87
Standard deviation  0.002  0.003 0.4 0.04 0.019  1
Sample  Reading 
No.  DF 
Absorbance  at  λ 
= 260 nm 
Absorbance  at  λ 
= 280 nm 
DNA 
(µg/ml) 
Yield  (µg) 
for 100 µl  Ratio 
Purity 
(%) 
4, 3, 24  1  5  0.763  0.470 141.2 14.12 1.622  90
4, 3, 24  2  5  0.776  0.481 143.6 14.36 1.615  89
4, 3, 24  3  5  0.779  0.479 144.0 14.40 1.627  90
Mean   0.773  0.477 142.9 14.29 1.621  90
Standard deviation  0.009  0.006 1.5 0.15 0.006  1
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Figure 66 Pt calibration graph used for 
quantification of Batch 1 samples obtained from 
patients in the pilot clinical study (n=30) 
 
Figure 67 Pt calibration graph used for 
quantification of Batch 2 samples obtained from 
patients in the pilot clinical study (n=30) 
 
Figure 68 Pt calibration graph used for 
quantification of Batch 3 samples obtained from 
patients in the pilot clinical study (n=30)  
 
Figure 69 P calibration graph used for quantification 
of Batch 1 samples obtained from patients in the 
pilot clinical study (n=30) 
 
Figure 70 P calibration graph used for quantification 
of Batch 2 samples obtained from patients in the 
pilot clinical study (n=30) 
 
Figure 71 P calibration graph used for quantification 
of Batch 3 samples obtained from patients in the 
pilot clinical study (n=30) 
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Figure  72  Pt  calibration  graph  used  for 
quantification of Batch 4 samples obtained from 
patients in the pilot clinical study (n=30) 
 
Figure  73  Pt  calibration  graph  used  for 
quantification of Batch 5 samples obtained from 
patients in the pilot clinical study (n=30) 
 
Figure  74  Pt  calibration  graph  used  for 
quantification of Batch 6 samples obtained from 
patients in the pilot clinical study (n=30) 
 
Figure 75 P calibration graph used for quantification 
of  Batch  4  samples  obtained  from  patients  in  the 
pilot clinical study (n=30) 
 
Figure 76 P calibration graph used for quantification 
of  Batch  5  samples  obtained  from  patients  in  the 
pilot clinical study (n=30) 
 
Figure 77 P calibration graph used for quantification 
of  Batch  6  samples  obtained  from  patients  in  the 
pilot clinical study (n=30) 
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Table 47 Quantification data of batch 1 of the DNA samples obtained from patients in the pilot clinical study (n=30) 
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Digested Blank 1 204 53511 3.81E‐03  2.18E‐03 2.18E‐06 6.74E+12 63419 1.19E+00 1.68E+02 0.3031 0.05     0.00   
Digested Blank 2 290 51567 5.62E‐03  3.04E‐03 3.04E‐06 9.39E+12 63633 1.23E+00 1.71E+02 0.303 0.05     0.00   
Digested Blank 3 161 52169 3.08E‐03  1.84E‐03 1.84E‐06 5.67E+12 54809 1.05E+00 1.59E+02 0.3032 0.05     0.00   
                
10.1.Pre  145 46949 3.09E‐03  1.84E‐03 1.84E‐06 5.68E+12 1372279 2.92E+01 2.03E+03 0.3028 0.61  280.50 0.2072 58.1 6.1 191.94 3.76E+20 3.94E+19 0.02  0.14 
22.1.Pre  250 46180 5.41E‐03  2.94E‐03 2.94E‐06 9.08E+12 93948 2.03E+00 2.24E+02 0.3026 0.07  1.37 0.1229 0.2 0.7 0.56 1.09E+18 4.36E+18 8.35  2.08 
22.1.1  1856 44034 4.22E‐02  2.03E‐02 2.03E‐05 6.28E+13 1084121 2.46E+01 1.72E+03 0.3034 0.52  105.17 0.0880 9.3 5.2 30.50 5.97E+19 3.34E+19 1.05  1.88 
22.1.24  11098 44911 2.47E‐01  1.17E‐01 1.17E‐04 3.62E+14 5217957 1.16E+02 7.78E+03 0.3024 2.35  313.87 0.1187 37.3 23.5 123.20 2.41E+20 1.51E+20 1.50  2.39 
23.1.Pre  310 44440 6.98E‐03  3.69E‐03 3.69E‐06 1.14E+13 18399680 4.14E+02 2.75E+04 0.3025 8.32  265.60 0.1032 27.4 83.2 90.61 1.77E+20 5.35E+20 0.06  0.02 
23.1.1  1087 44366 2.45E‐02  1.20E‐02 1.20E‐05 3.70E+13 559691 1.26E+01 9.25E+02 0.3025 0.28  19.73 0.0981 1.9 2.8 6.40 1.25E+19 1.80E+19 2.95  2.06 
23.1.24  6237 49186 1.27E‐01  6.04E‐02 6.04E‐05 1.87E+14 1937244 3.94E+01 2.70E+03 0.302 0.81  79.30 0.0917 7.3 8.1 24.08 4.71E+19 5.25E+19 3.96  3.56 
24.1.Pre  249 46488 5.35E‐03  2.91E‐03 2.91E‐06 8.98E+12 887453 1.91E+01 1.35E+03 0.3033 0.41  85.23 0.0859 7.3 4.1 24.14 4.73E+19 2.63E+19 0.19  0.34 
24.1.1  578 46281 1.25E‐02  6.29E‐03 6.29E‐06 1.94E+13 444720 9.61E+00 7.26E+02 0.3023 0.22  25.50 0.1021 2.6 2.2 8.61 1.69E+19 1.41E+19 1.15  1.38 
24.1.24  516 44347 1.16E‐02  5.89E‐03 5.89E‐06 1.82E+13 431258 9.72E+00 7.33E+02 0.3029 0.22  11.60 0.1375 1.6 2.2 5.27 1.03E+19 1.43E+19 1.76  1.28 
27.1.Pre  307 43975 6.97E‐03  3.68E‐03 3.68E‐06 1.14E+13 7415112 1.69E+02 1.13E+04 0.301 3.39  598.73 0.1079 64.6 33.9 214.63 4.20E+20 2.19E+20 0.03  0.05 
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Table 48 Quantification data of batch 2 of the DNA samples obtained from patients in the pilot clinical study (n=30) 
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Blank 1  163 36700  4.44E‐03  2.45E‐03 2.45E‐06 7.55E+12 1041 2.84E‐02 2.30E+02 0.3 0.07  0.0   
Digested Blank 1 457 44488  1.03E‐02  4.81E‐03 4.81E‐06 1.48E+13 70200 1.58E+00 3.16E+02 0.3 0.09  0.0 0.0 0.00E+00 6.14E+18   
Digested Blank 2 285 44221  6.44E‐03  3.26E‐03 3.26E‐06 1.01E+13 92156 2.08E+00 3.44E+02 0.3 0.10  0.0 0.0 0.00E+00 6.68E+18   
Digested Blank 3 248 43483  5.70E‐03  2.96E‐03 2.96E‐06 9.13E+12 57188 1.32E+00 3.01E+02 0.3 0.09  0.0 0.0 0.00E+00 5.86E+18   
1.1.1  1316 37745  3.49E‐02  1.48E‐02 1.48E‐05 4.56E+13 1106320 2.93E+01 1.85E+03 0.3 0.55  30.0 0.1814 5.4 5.5 18.1 3.55E+19 3.59E+19 1.29 1.27 
1.1.24  3047 36670  8.31E‐02  3.43E‐02 3.43E‐05 1.06E+14 3765891 1.03E+02 5.90E+03 0.3 1.77  125.6 0.1319 16.6 17.7 55.2 1.08E+20 1.15E+20 0.98 0.92 
1.2.1  3916 35159  1.11E‐01  4.58E‐02 4.58E‐05 1.41E+14 4368532 1.24E+02 7.09E+03 0.3 2.13  230.4 0.1107 25.5 21.3 85.0 1.66E+20 1.38E+20 0.85 1.02 
1.2.24  4309 37002  1.16E‐01  4.78E‐02 4.78E‐05 1.48E+14 3268558 8.83E+01 5.11E+03 0.3 1.53  179.7 0.1060 19.0 15.3 63.5 1.24E+20 9.93E+19 1.19 1.49 
Blank 2  151 40626  3.71E‐03  2.15E‐03 2.15E‐06 6.64E+12 1025 2.52E‐02 2.30E+02 0.3 0.07 
14.1.1  9728 35591  2.73E‐01  1.11E‐01 1.11E‐04 3.44E+14 2790081 7.84E+01 4.56E+03 0.3 1.37  94.0 0.1013 9.5 13.7 31.8 6.22E+19 8.87E+19 5.53 3.88 
14.1.24  34352 34881  9.85E‐01  4.00E‐01 4.00E‐04 1.23E+15 11962748 3.43E+02 1.92E+04 0.3 5.75  363.0 0.0998 36.2 57.5 120.8 2.36E+20 3.73E+20 5.22 3.31 
15.1.Pre  269 37583  7.16E‐03  3.55E‐03 3.55E‐06 1.10E+13 12971993 3.45E+02 1.93E+04 0.3 5.79  224.5 0.1021 22.9 57.9 76.4 1.50E+20 3.75E+20 0.07 0.03 
15.1.1  1820 35643  5.10E‐02  2.13E‐02 2.13E‐05 6.58E+13 1775453 4.98E+01 2.98E+03 0.3 0.89  115.9 0.0968 11.2 8.9 37.4 7.32E+19 5.80E+19 0.90 1.14 
15.1.24  14583 36735  3.97E‐01  1.61E‐01 1.61E‐04 4.99E+14 9695668 2.64E+02 1.48E+04 0.3 4.44  114.4 0.1059 12.1 44.4 40.4 7.91E+19 2.88E+20 6.30 1.73 
Blank 3  165 38472  4.28E‐03  2.38E‐03 2.38E‐06 7.35E+12 1127 2.93E‐02 2.30E+02 0.3 0.07 
19.1.Pre  306 34952  8.74E‐03  4.19E‐03 4.19E‐06 1.29E+13 7197637 2.06E+02 1.16E+04 0.3 3.48  323.6 0.1153 37.3 34.8 124.4 2.44E+20 2.26E+20 0.05 0.06 
19.1.1 REP1  18816 32211  5.84E‐01  2.37E‐01 2.37E‐04 7.33E+14 3802930 1.18E+02 6.75E+03 0.3 2.03  588.0 0.0474 27.9 20.3 92.9 1.82E+20 1.31E+20 4.03 5.58 
19.1.1 REP2  18108 33999  5.33E‐01  2.16E‐01 2.16E‐04 6.68E+14 3786174 1.11E+02 6.38E+03 0.3 1.91  588.0 0.0479 28.2 19.1 93.9 1.84E+20 1.24E+20 3.63 5.38 
19.1.24 REP1  3000 40664  7.38E‐02  3.05E‐02 3.05E‐05 9.43E+13 1346777 3.31E+01 2.06E+03 0.3 0.62  149.9 0.0477 7.2 6.2 23.8 4.67E+19 4.00E+19 2.02 2.36 
19.1.24 REP2  3002 35297  8.50E‐02  3.51E‐02 3.51E‐05 1.08E+14 1420544 4.02E+01 2.45E+03 0.3 0.74  149.9 0.0492 7.4 7.4 24.6 4.81E+19 4.77E+19 2.25 2.27 
Blank 4  132 35429  3.73E‐03  2.16E‐03 2.16E‐06 6.67E+12 1141 3.22E‐02 2.30E+02 0.3 0.07 
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Table 49 Quantification data of batch 3 of the DNA samples obtained from patients in the pilot clinical study (n=30) 
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Digested Blank 2 669 116893  5.72E‐03  3.97E‐03 3.97E‐06 1.23E+13 223639 1.91E+00 1.30E+02 0.3 0.04  0.00   
Digested Blank 1 700 116421  6.01E‐03  4.10E‐03 4.10E‐06 1.27E+13 260055 2.23E+00 1.53E+02 0.3 0.05  0.00 0.00 0.00E+00 2.97E+18   
Digested Blank 3 796 138154  5.76E‐03  3.99E‐03 3.99E‐06 1.23E+13 233087 1.69E+00 1.14E+02 0.3 0.03  0.00 0.00 0.00E+00 2.22E+18   
2.6.Pre  2329 104538  2.23E‐02  1.15E‐02 1.15E‐05 3.55E+13 6898600 6.60E+01 4.64E+03 0.3 1.39  164.2 0.2041 33.5 13.9 111.7 2.19E+20 9.03E+19 0.16  0.39 
2.6.24  1258 110190  1.14E‐02  6.56E‐03 6.56E‐06 2.03E+13 1069996 9.71E+00 6.79E+02 0.3 0.20  7.0 0.1101 0.8 2.0 2.6 5.03E+18 1.32E+19 4.03  1.53 
2.9.Pre  1668 117960  1.41E‐02  7.80E‐03 7.80E‐06 2.41E+13 5014646 4.25E+01 2.99E+03 0.3 0.90  46.7 0.1406 6.6 9.0 21.9 4.29E+19 5.81E+19 0.56  0.41 
2.9.1  1283 120075  1.07E‐02  6.23E‐03 6.23E‐06 1.92E+13 913338 7.61E+00 5.31E+02 0.3 0.16  4.3 0.1081 0.5 1.6 1.5 3.03E+18 1.03E+19 6.34  1.86 
2.9.24  2817 130708  2.15E‐02  1.12E‐02 1.12E‐05 3.45E+13 1743162 1.33E+01 9.35E+02 0.3 0.28  9.6 0.1101 1.1 2.8 3.5 6.90E+18 1.82E+19 5.00  1.90 
3.6.Pre  10866 120764  9.00E‐02  4.23E‐02 4.23E‐05 1.31E+14 39616142 3.28E+02 2.31E+04 0.3 6.93  322.5 0.1087 35.1 69.3 116.9 2.29E+20 4.49E+20 0.57  0.29 
5.6.Pre  6948 121382  5.72E‐02  2.74E‐02 2.74E‐05 8.47E+13 15927106 1.31E+02 9.24E+03 0.3 2.77  151.9 0.1092 16.6 27.7 55.3 1.08E+20 1.80E+20 0.78  0.47 
5.6.1  2891 114116  2.53E‐02  1.29E‐02 1.29E‐05 3.98E+13 2168543 1.90E+01 1.33E+03 0.3 0.40  25.1 0.0794 2.0 4.0 6.6 1.30E+19 2.59E+19 3.06  1.54 
6.1.Pre  609 82881  7.35E‐03  4.71E‐03 4.71E‐06 1.45E+13 685425 8.27E+00 5.78E+02 0.3 0.17  6.0 0.1516 0.9 1.7 3.0 5.94E+18 1.12E+19 2.45  1.29 
6.1.1  6370 114682  5.55E‐02  2.67E‐02 2.67E‐05 8.23E+13 2071002 1.81E+01 1.27E+03 0.3 0.38  19.0 0.1964 3.7 3.8 12.4 2.44E+19 2.46E+19 3.38  3.34 
6.1.24  4492 114940  3.91E‐02  1.92E‐02 1.92E‐05 5.92E+13 1848985 1.61E+01 1.13E+03 0.3 0.34  15.0 0.2002 3.0 3.4 10.0 1.96E+19 2.19E+19 3.02  2.70 
8.1.Pre  928 113775  8.16E‐03  5.08E‐03 5.08E‐06 1.57E+13 12630123 1.11E+02 7.81E+03 0.3 2.34  181.4 0.1044 18.9 23.4 63.1 1.24E+20 1.52E+20 0.13  0.10 
8.1.1  1494 120220  1.24E‐02  7.02E‐03 7.02E‐06 2.17E+13 1992403 1.66E+01 1.16E+03 0.3 0.35  12.9 0.1101 1.4 3.5 4.7 9.27E+18 2.26E+19 2.34  0.96 
8.1.24  24428 125140  1.95E‐01  9.02E‐02 9.02E‐05 2.79E+14 33512674 2.68E+02 1.89E+04 0.3 5.66  197.3 0.1406 27.7 56.6 92.5 1.81E+20 3.67E+20 1.54  0.76 
12.6.Pre  3131 110793  2.83E‐02  1.42E‐02 1.42E‐05 4.39E+13 9374607 8.46E+01 5.95E+03 0.3 1.79  153.0 0.1044 16.0 17.9 53.2 1.04E+20 1.16E+20 0.42  0.38 
12.6.1  4543 127894  3.55E‐02  1.75E‐02 1.75E‐05 5.41E+13 4540452 3.55E+01 2.50E+03 0.3 0.75  117.2 0.0960 11.3 7.5 37.5 7.34E+19 4.85E+19 0.74  1.12 
15.6.Pre  6678 121751  5.48E‐02  2.63E‐02 2.63E‐05 8.13E+13 16816799 1.38E+02 9.72E+03 0.3 2.92  167.4 0.1048 17.5 29.2 58.5 1.15E+20 1.89E+20 0.71  0.43 
15.6.1  1080 123332  8.76E‐03  5.35E‐03 5.35E‐06 1.65E+13 1029656 8.35E+00 5.83E+02 0.3 0.18  1.3 0.1396 0.2 1.8 0.6 1.18E+18 1.13E+19 13.95  1.46 
15.6.24  8972 109295  8.21E‐02  3.87E‐02 3.87E‐05 1.20E+14 5168904 4.73E+01 3.33E+03 0.3 1.00  73.9 0.0827 6.1 10.0 20.4 3.99E+19 6.47E+19 3.00  1.85 
17.1.Pre  1991 111270  1.79E‐02  9.51E‐03 9.51E‐06 2.94E+13 18420816 1.66E+02 1.17E+04 0.3 3.50  214.4 0.1093 23.4 35.0 78.1 1.53E+20 2.27E+20 0.19  0.13 
17.1.1  4104 124866  3.29E‐02  1.63E‐02 1.63E‐05 5.04E+13 4842451 3.88E+01 2.73E+03 0.3 0.82  86.4 0.0834 7.2 8.2 24.0 4.70E+19 5.30E+19 1.07  0.95 
17.1.24  6025 126939  4.75E‐02  2.30E‐02 2.30E‐05 7.09E+13 2302623 1.81E+01 1.27E+03 0.3 0.38  20.3 0.0997 2.0 3.8 6.7 1.32E+19 2.48E+19 5.37  2.87 
18.3.Pre  8641 115324  7.49E‐02  3.55E‐02 3.55E‐05 1.10E+14 44338369 3.84E+02 2.71E+04 0.3 8.12  391.5 0.1102 43.1 81.2 143.8 2.82E+20 5.26E+20 0.39  0.21 
18.3.1  24795 111764  2.22E‐01  1.02E‐01 1.02E‐04 3.16E+14 12236326 1.09E+02 7.71E+03 0.3 2.31  148.0 0.1077 15.9 23.1 53.1 1.04E+20 1.50E+20 3.04  2.11 
18.3.24  22505 119072  1.89E‐01  8.74E‐02 8.74E‐05 2.70E+14 10172629 8.54E+01 6.01E+03 0.3 1.80  119.0 0.1092 13.0 18.0 43.3 8.48E+19 1.17E+20 3.18  2.31 
19.5.Pre  1257 118582  1.06E‐02  6.19E‐03 6.19E‐06 1.91E+13 4902580 4.13E+01 2.91E+03 0.3 0.87  57.7 0.0856 4.9 8.7 16.5 3.22E+19 5.65E+19 0.59  0.34 
19.5.1  7368 126096  5.84E‐02  2.80E‐02 2.80E‐05 8.64E+13 2858092 2.27E+01 1.59E+03 0.3 0.48  31.7 0.0902 2.9 4.8 9.5 1.87E+19 3.10E+19 4.63  2.79 
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20.1.Pre  821 103963  7.90E‐03  4.96E‐03 4.96E‐06 1.53E+13 35915185 3.45E+02 2.43E+04 0.3 7.30  311.4 0.1801 56.1 73.0 186.9 3.66E+20 4.73E+20 0.04  0.03 
20.1.1  25141 119462  2.10E‐01  9.72E‐02 9.72E‐05 3.00E+14 5756797 4.82E+01 3.39E+03 0.3 1.02  66.5 0.1025 6.8 10.2 22.7 4.45E+19 6.59E+19 6.74  4.55 
20.3.Pre  5757 134138  4.29E‐02  2.09E‐02 2.09E‐05 6.46E+13 43750137 3.26E+02 2.30E+04 0.3 6.89  351.9 0.1046 36.8 68.9 122.7 2.40E+20 4.47E+20 0.27  0.14 
20.3.24  51228 111084  4.61E‐01  2.11E‐01 2.11E‐04 6.53E+14 12394721 1.12E+02 7.85E+03 0.3 2.36  153.4 0.1130 17.3 23.6 57.8 1.13E+20 1.53E+20 5.77  4.27 
21.1.1 (1)  9190 131846  6.97E‐02  3.31E‐02 3.31E‐05 1.02E+14 11612531 8.81E+01 6.20E+03 0.3 1.86  898.9 0.0199 17.9 18.6 59.6 1.17E+20 1.21E+20 0.88  0.85 
21.1.1(2)  14520 109956  1.32E‐01  6.15E‐02 6.15E‐05 1.90E+14 14854000 1.35E+02 9.51E+03 0.3 2.85  898.9 0.0314 28.2 28.5 94.1 1.84E+20 1.85E+20 1.03  1.03 
21.1.1(3)  24562 130915  1.88E‐01  8.68E‐02 8.68E‐05 2.68E+14 24984584 1.91E+02 1.34E+04 0.3 4.03  898.9 0.0473 42.5 40.3 141.7 2.78E+20 2.61E+20 0.97  1.03 
21.1.24  25177 123498  2.04E‐01  9.42E‐02 9.42E‐05 2.91E+14 15031268 1.22E+02 8.57E+03 0.3 2.57  152.0 0.1080 16.4 25.7 54.7 1.07E+20 1.67E+20 2.71  1.75 
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Table 50 Quantification data of batch 4 of the DNA samples obtained from patients in the pilot clinical study (n=30) 
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Blank 1  537 189816  2.83E‐03  1.72E‐03 1.72E‐06 5.31E+12 21155 1.11E‐01 9.67E+01 0.3 0.03  0.0   
Digested Blank 1 574 195904  2.93E‐03  1.77E‐03 1.77E‐06 5.45E+12 170646 8.71E‐01 1.47E+02 0.3017 0.04  0.0 0.0 0.00E+00 2.86E+18   
Digested Blank 2 620 194095  3.20E‐03  1.89E‐03 1.89E‐06 5.84E+12 227075 1.17E+00 1.67E+02 0.3014 0.05  0.0 0.0 0.00E+00 3.24E+18   
Blank 2  386 192981  2.00E‐03  1.33E‐03 1.33E‐06 4.09E+12 53747 2.79E‐01 1.08E+02 0.3011 0.03  0.0 0.0 0.00E+00 2.10E+18   
3.1.1  4401 158428  2.78E‐02  1.35E‐02 1.35E‐05 4.18E+13 4543104 2.87E+01 1.99E+03 0.3011 0.60  40.8 0.2428 9.9 6.0 32.9 6.45E+19 3.87E+19 0.65 1.08 
3.1.24  3288 178156  1.85E‐02  9.12E‐03 9.12E‐06 2.82E+13 3904045 2.19E+01 1.54E+03 0.3017 0.46  32.3 0.0965 3.1 4.6 10.3 2.02E+19 3.00E+19 1.39 0.94 
4.1.Pre  1408 132138  1.07E‐02  5.43E‐03 5.43E‐06 1.68E+13 16724539 1.27E+02 8.47E+03 0.3015 2.55  199.1 0.2409 48.0 25.5 159.1 3.12E+20 1.65E+20 0.05 0.10 
4.1.1  5319 179810  2.96E‐02  1.44E‐02 1.44E‐05 4.44E+13 10259260 5.71E+01 3.87E+03 0.3022 1.17  66.0 0.0944 6.2 11.7 20.6 4.04E+19 7.52E+19 1.10 0.59 
4.1.24  5413 139472  3.88E‐02  1.88E‐02 1.88E‐05 5.79E+13 8894221 6.38E+01 4.31E+03 0.302  1.30  104.2 0.2229 23.2 13.0 76.9 1.51E+20 8.39E+19 0.38 0.69 
4.2.Pre  3814 178240  2.14E‐02  1.05E‐02 1.05E‐05 3.24E+13 15380220 8.63E+01 5.80E+03 0.3007 1.75  111.2 0.1166 13.0 17.5 43.1 8.45E+19 1.13E+20 0.38 0.29 
4.3.Pre  2797 183906  1.52E‐02  7.58E‐03 7.58E‐06 2.34E+13 25034820 1.36E+02 9.10E+03 0.3027 2.76  130.4 0.1195 15.6 27.6 51.5 1.01E+20 1.77E+20 0.23 0.13 
4.3.1  3163 172400  1.83E‐02  9.06E‐03 9.06E‐06 2.80E+13 4255096 2.47E+01 1.72E+03 0.3014 0.52  37.5 0.0929 3.5 5.2 11.6 2.26E+19 3.35E+19 1.24 0.83 
4.3.24  9562 165978  5.76E‐02  2.77E‐02 2.77E‐05 8.54E+13 12858041 7.75E+01 5.22E+03 0.3026 1.58  142.9 0.0763 10.9 15.8 36.0 7.06E+19 1.01E+20 1.21 0.84 
Blank 3  286 187013  1.53E‐03  1.10E‐03 1.10E‐06 3.40E+12 3834 2.05E‐02 9.07E+01 0.3 0.03  0.0 0.3 0.0 0.00E+00 1.76E+18   
7.2.Pre  1097 175705  6.24E‐03  3.33E‐03 3.33E‐06 1.03E+13 416575 2.37E+00 2.46E+02 0.3024 0.07  1.3 0.1054 0.1 0.7 0.4 8.53E+17 4.79E+18 12.07  2.15 
7.2.1  1422 166463  8.54E‐03  4.42E‐03 4.42E‐06 1.37E+13 1486157 8.93E+00 6.81E+02 0.3017 0.21  11.4 0.1203 1.4 2.1 4.6 8.93E+18 1.32E+19 1.53 1.03 
7.2.24 REP1  17928 172360  1.04E‐01  4.96E‐02 4.96E‐05 1.53E+14 32341672 1.88E+02 1.25E+04 0.3022 3.78  402.9 0.0722 29.1 37.8 96.3 1.88E+20 2.43E+20 0.81 0.63 
7.2.24 REP2  4733 177586  2.67E‐02  1.30E‐02 1.30E‐05 4.01E+13 8178848 4.61E+01 3.14E+03 0.3011 0.95  402.9 0.0156 6.3 9.5 20.9 4.09E+19 6.10E+19 0.98 0.66 
Blank 4  203 187222  1.08E‐03  8.92E‐04 8.92E‐07 2.75E+12 7363 3.93E‐02 9.19E+01 0.3 0.03  0.0 0.3 0.0 0.00E+00 1.79E+18   
9.1.24  4775 177090  2.70E‐02  1.31E‐02 1.31E‐05 4.06E+13 6743765 3.81E+01 2.61E+03 0.3025 0.79  55.0 0.1125 6.2 7.9 20.5 4.00E+19 5.08E+19 1.01 0.80 
11.1.1  1871 182731  1.02E‐02  5.23E‐03 5.23E‐06 1.61E+13 1524060 8.34E+00 6.42E+02 0.3012 0.19  10.2 0.1035 1.1 1.9 3.5 6.86E+18 1.25E+19 2.35 1.29 
11.2.Pre  1976 177131  1.12E‐02  5.66E‐03 5.66E‐06 1.75E+13 17604524 9.94E+01 6.67E+03 0.3011 2.01  116.1 0.1228 14.3 20.1 47.4 9.27E+19 1.30E+20 0.19 0.13 
11.2.1  4229 169359  2.50E‐02  1.22E‐02 1.22E‐05 3.77E+13 6139904 3.63E+01 2.49E+03 0.3012 0.75  59.4 0.0877 5.2 7.5 17.3 3.38E+19 4.84E+19 1.11 0.78 
11.2.24  10693 171891  6.22E‐02  2.98E‐02 2.98E‐05 9.21E+13 15154874 8.82E+01 5.93E+03 0.3014 1.79  145.5 0.0973 14.2 17.9 47.0 9.20E+19 1.15E+20 1.00 0.80 
Blank 5  201 186503  1.08E‐03  8.90E‐04 8.90E‐07 2.75E+12 23679 1.27E‐01 9.77E+01 0.3 0.03  0.0 0.3 0.0 0.00E+00 1.90E+18   
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Table 51 data of batch 5 of the DNA samples obtained from patients in the pilot clinical study (n=30) 
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Blank 1  373 283603  1.32E‐03  2.30E‐03 2.30E‐06 7.10E+12 32914 1.16E‐01 ‐1.83E+01 0.3 ‐0.01     0.00   
Digested Blank1  978 283677  3.45E‐03  4.42E‐03 4.42E‐06 1.36E+13 275274 9.70E‐01 1.04E+02 0.3 0.03     0.00
Digested Blank2  790 284021  2.78E‐03  3.76E‐03 3.76E‐06 1.16E+13 250081 8.81E‐01 9.09E+01 0.3 0.03    
Blank 2  299 293597  1.02E‐03  2.00E‐03 2.00E‐06 6.19E+12 54838 1.87E‐01 ‐8.19E+00 0.3 0.00    
7.1.Pre  606 268043  2.26E‐03  3.24E‐03 3.24E‐06 1.00E+13 1444209 5.39E+00 7.35E+02 0.3 0.22  24.2 0.0942 2.3 2.2 7.6 1.49E+19 1.43E+19 0.67 0.70 
7.1.1  2215 270498  8.19E‐03  9.13E‐03 9.13E‐06 2.82E+13 1571043 5.81E+00 7.95E+02 0.3 0.24  25.9 0.0936 2.4 2.4 8.1 1.58E+19 1.55E+19 1.78 1.82 
7.1.24  3136 276169  1.14E‐02  1.23E‐02 1.23E‐05 3.79E+13 5367999 1.94E+01 2.74E+03 0.3 0.82  98.5 0.0828 8.2 8.2 27.2 5.32E+19 5.33E+19 0.71 0.71 
Blank 3  298 303880  9.81E‐04  1.97E‐03 1.97E‐06 6.07E+12 36522 1.20E‐01 ‐1.77E+01 0.3 ‐0.01    
16.1.Pre  583 274947  2.12E‐03  3.10E‐03 3.10E‐06 9.57E+12 14095087 5.13E+01 7.29E+03 0.3 2.19  243.6 0.0937 22.8 21.9 76.1 1.49E+20 1.42E+20 0.06 0.07 
16.1.1  27641 269075  1.03E‐01  1.03E‐01 1.03E‐04 3.18E+14 24185662 8.99E+01 1.28E+04 0.3 3.84  225.4 0.1033 23.3 38.4 77.6 1.52E+20 2.49E+20 2.09 1.28 
16.1.24  32821 275492  1.19E‐01  1.19E‐01 1.19E‐04 3.68E+14 31318496 1.14E+02 1.62E+04 0.3 4.86  348.3 0.1049 36.5 48.6 121.8 2.38E+20 3.15E+20 1.54 1.17 
Blank 4  331 293744  1.13E‐03  2.11E‐03 2.11E‐06 6.52E+12 36594 1.25E‐01 ‐1.71E+01 0.3 ‐0.01    
18.1.Pre  654 268552  2.44E‐03  3.41E‐03 3.41E‐06 1.05E+13 10296927 3.83E+01 5.44E+03 0.3 1.63  491.4 0.1016 49.9 16.3 166.4 3.26E+20 1.06E+20 0.03 0.10 
18.1.1  8959 250534  3.58E‐02  3.65E‐02 3.65E‐05 1.13E+14 5398970 2.15E+01 3.04E+03 0.3 0.91  79.9 0.1000 8.0 9.1 26.6 5.21E+19 5.92E+19 2.16 1.90 
18.1.24  18705 253850  7.37E‐02  7.42E‐02 7.42E‐05 2.29E+14 9419293 3.71E+01 5.27E+03 0.3 1.58  175.5 0.0977 17.1 15.8 57.2 1.12E+20 1.02E+20 2.05 2.24 
Blank 5  324 289141  1.12E‐03  2.10E‐03 2.10E‐06 6.50E+12 43362 1.50E‐01 ‐1.34E+01 0.3 0.00     0.0
25.1.Pre  1090 261527  4.17E‐03  5.13E‐03 5.13E‐06 1.58E+13 12156630 4.65E+01 6.61E+03 0.3 1.98  157.4 0.1014 16.0 19.8 53.2 1.04E+20 1.28E+20 0.15 0.12 
25.1.1  17630 259958  6.78E‐02  6.84E‐02 6.84E‐05 2.11E+14 6937501 2.67E+01 3.78E+03 0.3 1.13  88.3 0.0968 8.5 11.3 28.5 5.58E+19 7.35E+19 3.78 2.87 
25.1.24  29819 261564  1.14E‐01  1.14E‐01 1.14E‐04 3.53E+14 13219569 5.05E+01 7.19E+03 0.3 2.16  182.2 0.1018 18.5 21.6 61.8 1.21E+20 1.40E+20 2.91 2.52 
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Table 52 data of batch 6 of the DNA samples obtained from patients in the pilot clinical study (n=30) 
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Digested B1  1911 148216 1.29E‐02  9.46E‐03 9.46E‐06 2.92E+13 623957.6 4.21 3.87E+02 0.3285 0.13 0.00   
Digested B2  2037 162216 1.26E‐02  9.28E‐03 9.28E‐06 2.87E+13 545376 3.36 3.34E+02 0.3279 0.11 0.00 0.00 0.00E+00 6.50E+18 #DIV/0!    
Digested B3  7395 148693 4.97E‐02  2.87E‐02 2.87E‐05 8.87E+13 368275.2 2.48 2.80E+02 0.304  0.08 0.00 0.00 0.00E+00 5.44E+18 #DIV/0!    
21.9.Pre  2956 224427 1.32E‐02  9.60E‐03 9.60E‐06 2.96E+13 6205042 27.65 1.84E+03 0.3288 0.61 47.03 0.1881 8.85 6.1 26.91 5.27E+19 3.58E+19 0.56 0.83 
21.9.24(1)  13589 188828 7.20E‐02  4.03E‐02 4.03E‐05 1.25E+14 6161018 32.63 2.15E+03 0.3274 0.70 58.67 0.1624 9.53 7.0 29.10 5.70E+19 4.19E+19 2.19 2.98 
21.9.24(2)  13108 214820 6.10E‐02  3.46E‐02 3.46E‐05 1.07E+14 5520884 25.70 1.72E+03 0.3267 0.56 46.72 0.1956 9.14 5.6 27.97 5.48E+19 3.35E+19 1.95 3.19 
28.1.Pre  1236 219792 5.62E‐03  5.66E‐03 5.66E‐06 1.75E+13 2453963 11.16 8.19E+02 0.3286 0.27 23.15 0.1913 4.43 2.7 13.48 2.64E+19 1.59E+19 0.66 1.10 
28.1.1  2680 218620 1.23E‐02  9.13E‐03 9.13E‐06 2.82E+13 1999964 9.15 6.94E+02 0.3273 0.23 20.52 0.1937 3.97 2.3 12.14 2.38E+19 1.35E+19 1.19 2.09 
29.1.Pre  1068 203900 5.24E‐03  5.46E‐03 5.46E‐06 1.68E+13 2513739 12.33 8.91E+02 0.3281 0.29 29.43 0.1776 5.23 2.9 15.93 3.12E+19 1.73E+19 0.54 0.97 
29.1.1  7826 191712 4.08E‐02  2.41E‐02 2.41E‐05 7.43E+13 3179444 16.58 1.16E+03 0.3326 0.38 30.18 0.1852 5.59 3.8 16.81 3.29E+19 2.25E+19 2.26 3.30 
30.1.Pre  2707 199856 1.35E‐02  9.80E‐03 9.80E‐06 3.02E+13 6714045 33.59 2.21E+03 0.3285 0.73 60.83 0.1813 11.03 7.3 33.57 6.57E+19 4.30E+19 0.46 0.70 
30.1.1(1)  15828 191566 8.26E‐02  4.59E‐02 4.59E‐05 1.42E+14 5479765 28.61 1.90E+03 0.3286 0.63 45.85 0.1916 8.78 6.3 26.73 5.23E+19 3.70E+19 2.71 3.83 
30.1.1(2)  8751 190936 4.58E‐02  2.67E‐02 2.67E‐05 8.24E+13 4101744 21.48 1.46E+03 0.3283 0.48 44.58 0.1629 7.26 4.8 22.12 4.33E+19 2.84E+19 1.90 2.90 
30.1.24(1)  8400 202800 4.14E‐02  2.44E‐02 2.44E‐05 7.52E+13 4257200 20.99 1.43E+03 0.3236 0.46 38.63 0.1912 7.39 4.6 22.83 4.47E+19 2.78E+19 1.68 2.71 
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7.2 Appendix B 
 
Figure 78 LC‐ICP‐MS calibration graph constructed using oxaliplatin standards to quantify GG intrastrand adducts 
in the cell experiment 
Table 53 Oxaliplatin calibration standards used for quantifying GG intrastrand adducts in the cell experiment.  
Standard  Oxaliplatin standard concentration (ppb) Equivalent Pt (ppb) Peak Area 
Blank  0.00  0.00 0 
Standard 4  0.96  0.47 27131 
Standard 3  3.75  1.84 89676 
Standard 2  7.46  3.66 173773 
Standard 1  11.02  5.41 256933 
Slope    47007.91  
Sy/x    2176.20  
DL (based on 3x Sy/x)    0.14  
LLOQ (based on 10x Sy/x)   0.46  
 
Table 54 Data used to calculate the amount of DNA injected on the column in the cell experiment. 
  Control 1 h   24 h 
DNA concentration by UV (µg/µl)  0.492 0.464  0.55 
Volume of DNA used in the digestion (µl)  150 150  170 
DNA amount used in the digestion (µg)  73.8 69.6  93.5 
Volume of reagents added to DNA sample (µl) 138 138  138 
Total volume of digestion mixture (µl)  288 288  308 
Volume of digested DNA used for evaporation (µl) 215 208  226 
Volume of digested DNA after evaporation (µl) 70 70 70 
Mass of DNA in the evaporated sample (µg)  55.0 50.1  68.7 
Mass of injected DNA in µg (equivalent to 10 µl) 7.9 7.2 9.8 
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7.3 Appendix C 
7.3.1 Calibration data used in the cell partitioning studies. 
Table 55.  ICP‐MS data of  the Pt calibration standards used  for calculating Pt concentrations  in  the sub‐cellular 
fractions obtained in replicate 1 of the cisplatin partitioning experiment. 
Intensities
Standard 
Number 
Pt  standard 
concn (ppb)  Pt (cps)  Eu (cps)  Pt/Eu 
Blank  0.0000  1491  405799 3.67E‐03 
Standard 8  0.0031  2444  405169 6.03E‐03 
Standard 7  0.0051  2919  398805 7.32E‐03 
Standard 6  0.0582  17121  399761 4.28E‐02 
Standard 5  0.1129  30962  396510 7.81E‐02 
Standard 4  0.1622  45262  394254 1.15E‐01 
Standard 3  0.2165  59120  395997 1.49E‐01 
Standard 2  0.2710  75208  398462 1.89E‐01 
Standard 1  0.5380  150042  400587 3.75E‐01 
Standard A  1.3103  358693  410239 8.74E‐01 
 
Table 56.  ICP‐MS data of  the Pt calibration standards used  for calculating Pt concentrations  in  the whole cells  
obtained in replicate 1 of the cisplatin partitioning experiment. 
Intensities
Standard 
Number 
Pt  standard 
concn (ppb)  Pt (cps)  Eu (cps)  Pt/Eu 
Blank  0.0000  1584  431399 3.67E‐03 
Standard 8  0.0031  2364  425354 5.56E‐03 
Standard 7  0.0051  2925  416360 7.03E‐03 
Standard 6  0.0582  17383  414663 4.19E‐02 
Standard 5  0.1129  30317  395450 7.67E‐02 
Standard 4  0.1622  43337  383390 1.13E‐01 
Standard 3  0.2165  56418  383688 1.47E‐01 
Standard 2  0.2710  67625  366193 1.85E‐01 
Standard 1  0.5380  135935  364889 3.73E‐01 
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Figure 79. ICP‐MS calibration graph of the Pt standards used for calculating Pt concentrations in the whole cells  
obtained in replicate 1 of the cisplatin partitioning experiment.  
Table 57.  ICP‐MS data of  the Pt calibration standards used  for calculating Pt concentrations  in  the sub‐cellular 
fractions obtained in replicate 2 of the cisplatin partitioning experiment. 
Intensities
Standard 
Number 
Pt  standard 
concn (ppb)  Pt (cps)  Eu (cps)  Pt/Eu 
Blank  0.0000  1172  414948 2.82E‐03 
Standard 8  0.0031  4550  389198 1.17E‐02 
Standard 7  0.0051  2576  398192 6.47E‐03 
Standard 6  0.0582  22641  396436 5.71E‐02 
Standard 5  0.1129  40817  397218 1.03E‐01 
Standard 4  0.1622  61069  395320 1.54E‐01 
Standard 3  0.2165  80945  389561 2.08E‐01 
Standard 2  0.2710  100011  387820 2.58E‐01 
Standard 1  0.5380  200752  394229 5.09E‐01 
Standard A  1.3103  480094  399252 1.20E+00 
 
y = 0.6835x + 0.002
R² = 0.9997
0
0.05
0.1
0.15
0.2
0.25
0.3
0.35
0.4
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
19
5 P
t/ 
15
3
Eu
 s
ig
na
l r
at
io
Pt standardconcn (ppb)
228 
 
 
Figure 80. ICP‐MS calibration graph of the Pt standards used for calculating Pt concentrations in the sub‐cellular 
fractions obtained in replicate 2 of the cisplatin partitioning experiment.  
Table 58.  ICP‐MS data of  the Pt calibration standards used  for calculating Pt concentrations  in  the whole cells 
obtained in replicate 2 of the cisplatin partitioning experiment.  
Intensities (cps)
Standard 
Number 
Pt  standard 
concn (ppb)  Pt (cps)  Eu (cps)  Pt/Eu 
Blank  0.0000  485  345803 1.40E‐03 
Standard 7  0.0051  2044  336949 6.07E‐03 
Standard 6  0.0582  18960  330564 5.74E‐02 
Standard 5  0.1129  34275  333345 1.03E‐01 
Standard 4  0.1622  51422  330778 1.55E‐01 
Standard 3  0.2165  71013  343126 2.07E‐01 
Standard 2  0.2710  86348  334155 2.58E‐01 
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Figure 81. ICP‐MS calibration graph of the Pt standards used for calculating Pt concentrations in the whole cells 
obtained in replicate 2 of the cisplatin partitioning experiment.  
Table 59.  ICP‐MS data of  the Pt calibration standards used  for calculating Pt concentrations  in  the sub‐cellular 
fractions and whole cells obtained in the FOLFOX and oxaliplatin partitioning experiments. 
Intensities (cps)
Standard 
Number 
Pt  standard 
concn (ppb)  Pt (cps)  Eu (cps)  Pt/Eu 
Blank  0.0000  337  214295 1.57E‐03 
Standard 8  0.0031  982  215692 4.55E‐03 
Standard 7  0.0051  1528  221272 6.90E‐03 
Standard 6  0.0582  13041  219794 5.93E‐02 
Standard 5  0.1129  24236  229706 1.06E‐01 
Standard 4  0.1622  37772  233531 1.62E‐01 
Standard 3  0.2165  52873  244198 2.17E‐01 
Standard 2  0.2710  63545  235060 2.70E‐01 
Standard 1  0.5380  120135  221779 5.42E‐01 
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Figure 82. ICP‐MS calibration graph of the Pt standards used for calculating Pt concentrations in the sub‐cellular 
fractions and whole cells obtained in the FOLFOX and oxaliplatin partitioning experiments. 
Table 60. ICP‐MS data of the Pt and P calibration standards used for calculating Pt‐DNA adduct formation in the 
FOLFOX and oxaliplatin partitioning experiments. 
   Intensities (cps)
  
Pt standard 
concn 
P standard 
concn  Pt (cps)  Eu (cps)  P (cps)  Pt/Eu  P/Eu 
Blank  0.0000 0.00E+00 308 263819 40107 1.17E‐03  1.30E+02
Standard 8  0.0031 1.43E+02 1126 272483 348076 4.13E‐03  3.09E+02
Standard 7  0.0051 2.37E+02 1734 272753 549972 6.36E‐03  3.17E+02
Standard 6  0.0582 2.72E+03 16482 277384 5599456 5.94E‐02  3.40E+02
Standard 5  0.1129 5.27E+03 30161 287563 10426196 1.05E‐01  3.46E+02
Standard 4  0.1622 7.57E+03 45291 280595 14983410 1.61E‐01  3.31E+02
Standard 3  0.2165 1.01E+04 60509 280671 19742195 2.16E‐01  3.26E+02
Standard 2  0.2710 1.26E+04 74899 276869 25204095 2.71E‐01  3.37E+02
Standard 1  0.5380 2.51E+04 154484 284288 50261575 5.43E‐01  3.25E+02
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Figure  83.  ICP‐MS  calibration  graph  of  the  Pt  standards  used  for  calculating  Pt  concentrations  for  the 
determination of Pt‐DNA adduct formation in the FOLFOX and oxaliplatin partitioning experiments. 
 
Figure  84.  ICP‐MS  calibration  graph  of  the  P  standards  used  for  calculating  P  concentrations  for  the 
determination of Pt‐DNA adduct formation in the FOLFOX and oxaliplatin partitioning experiments. 
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Table 61. ICP‐MS data of the Pt and P calibration standards used for calculating in vivo Pt concentrations in the 
sub‐cellular fractions and whole cell samples as well as Pt‐DNA adduct formation in the leukocytes obtained from 
cancer patients on Pt‐based drug chemotherapy. 
   Intensities (cps)
  
Pt standard 
concn (ppb) 
P standard 
concn (ppb)  Pt (cps)  Eu (cps)  P (cps)  Pt/Eu  P/Eu 
Blank  0.0000 0.00E+00 137 139368 18563 9.83E‐04  1.33E‐01
Standard 8  0.0031 1.43E+02 949 141892 347505 6.69E‐03  2.45E+00
Standard 7  0.0051 2.37E+02 1424 141404 529634 1.01E‐02  3.75E+00
Standard 6  0.0582 2.72E+03 15151 139405 5654549 1.09E‐01  4.06E+01
Standard 5  0.1129 5.27E+03 26361 139664 11004940 1.89E‐01  7.88E+01
Standard 4  0.1622 7.57E+03 42413 141366 15974538 3.00E‐01  1.13E+02
Standard 3  0.2165 1.01E+04 56042 135976 22102101 4.12E‐01  1.63E+02
Standard 2  0.2710 1.26E+04 71454 139846 28689550 5.11E‐01  2.05E+02
Standard 1  0.5380 2.51E+04 141031 136998 55192175 1.03E+00  4.03E+02
 
 
Figure 85. ICP‐MS calibration graph of the Pt standards used for calculating in vivo Pt concentrations in the sub‐
cellular  fractions and whole cell samples as well as Pt‐DNA adduct  formation  in  the  leukocytes obtained  from 
cancer patients on Pt‐based drug chemotherapy. 
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Figure 86. ICP‐MS calibration graph of the P standards used for calculating in vivo Pt‐DNA adduct formation in the 
leukocytes  used  in  the  cell  partitioning  study  which  were  obtained  from  cancer  patients  on  Pt‐based  drug 
chemotherapy. 
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8 Published Material 
Two  published  papers  were  produced  from  this  thesis.  The  first  paper  described  the 
methodology  and  application  of  ICP‐MS  for  determination  of  Pt‐DNA  adducts  and  Pt  sub‐
cellular distribution  in  leukocytes from cancer patients and human cancer cell  lines following 
mono‐ or combination treatment. This research is presented in Chapters 2 and 4. The second 
paper described the development of HPLC methods coupled to ESI–ion trap MS,  ICP‐MS and 
UV  detection  for  in  vitro  studies  of  the  bifunctional  adducts  of  oxaliplatin  with  mono‐
nucleotides,  di‐nucleotides  and  cellular  DNA.  This  research  is  presented  in  Chapter  3.  Full 
citations of the two papers are shown below: 
A. Zayed, S. E. Taylor, T. Shoeib, G. D. D. Jones, A. L. Thomas, J. P. Wood, H. J. Reid and B. L. 
Sharp,  Speciation  of Oxaliplatin  adducts with DNA Nucleotides, Metallomics  3  (2011),  991‐
1000. 
A. Zayed, S. E. Taylor, T. Shoeib, G. D. D. Jones, A. L. Thomas, J. P. Wood, H. J. Reid and B. L. 
Sharp,  Determination  of  Pt–DNA  adducts  and  the  sub‐cellular  distribution  of  Pt  in  human 
cancer  cell  lines  and  the  leukocytes  of  cancer  patients,  following  mono‐  or  combination 
treatments,  by  inductively‐coupled  plasma mass  spectrometry,  Int.  J.  Mass  Spectrom,  307 
(2011), 70‐78.  
Publication in preparation 
A.  Zayed,  H.  J.  Reid  and  B.  L.  Sharp,  The  use  of  Pt/P  ratio  measured  by  ICP‐MS  for 
determination of Pt‐based drug adducts per nucleotide. 
